








Joana Catarina da Silva Correia
Junho de 2009
















































Ph. D. Thesis in
Sciences
Work supervised by
Professora Doutora Teresa Lino-Neto
and 
Professor Doutor Rui Manuel Tavares
Universidade do Minho
Joana Catarina da Silva Correia
Junho de 2009
Molecular Mechanisms Associated to 
Thermotolerance in Plants
Escola de Ciências
É AUTORIZADA A REPRODUÇÃO PARCIAL DESTA TESE,
APENAS PARA EFEITOS DE INVESTIGAÇÃO, MEDIANTE DECLARAÇÃO






















  Fundação  para  a  Ciência  e  a  Tecnologia  –  Bolsa  de  Doutoramento 
SFRH/BD/16663/2004 
 
Fundação  para  a  Ciência  e  a  Tecnologia  –  POCTI/AGR/45462/2002 




















































































exciting new  insights  into my research. Without them,  I would not have achieved the 
present scientific goal that seemed almost impossible at the beginning. I also thank for 
her  constant  support  and  encouragement  over  the  last  (more  than)  four  years  and 
never‐ending assistance during my thesis writing period. 
 
During my PhD period  in Department of Biology, which has been  in  constant 




In  particular  to  those  of  the  extinct  BFMP  group,  thank  you  for  providing  a 
healthy  and  conducive  atmosphere  for  productive  research. Without  forgetting  the 
others,  I am particularly  thankful  to Conde, Manu, Paulo, Natacha, Marta, Alice and 
Sara for being more than working colleagues, for sharing experiences and for the really 









I  feel  the need  to  thank  to all my very best  friends outside work, Vítor Hugo, 
Catarina,  Jorge,  Nuno,  Hélia,  Gama,  Joana  and  Ticha,  for  their  priceless  friendship, 
genuine personality and for all the amazing moments that I am grateful to have spent 




At  last,  and most  importantly,  I would  like  to  acknowledge my  parents  and 
sisters, whose unconditional love and support was indispensible for me to successfully 
complete my Ph.D.  I  feel blessed  to  receive constant care,  trust and encouragement 
from them throughout my entire life. A very special last word to my nephews, Gabriela 
















One  of  the  most  typical  abiotic  stresses  encountered  by  plants  is  extreme 
temperatures.  High  temperature  leads  to  a  series  of  morphological,  physiological  and 










(‐45°C  to  +54°C),  high  soil  salinity  and  drought.  The  physiological  response  of  P. euphratica 
cultured cells was evaluated at different  temperatures. Contrasting with  its  innate enhanced 
tolerance  to  extreme  temperatures,  the  in  vitro  system  did  not  present  an  outstanding 




based  tools and  resources, a  reverse genetics strategy was  followed  for  the  identification of 
novel determinants  for heat  stress  tolerance  (HZF  and HRR).  In  silico  analysis  revealed  that 
both genes putatively encode effector proteins  involved  in different stages of the heat stress 
response.  Moreover,  HZF  and  HRR  were  found  to  be  co‐regulated  with  genes  already 
implicated  in  the  regulation  of  heat  responses.  Functional  characterization  of  HZF  was 
primarily supported by  the use of several web‐based tools and resources specifically created 
for Arabidopsis functional analysis. HZF was found to be a zinc finger family protein containing 





To  pursue  with  reverse  genetics  approaches  for  identifying  heat  stress‐associated 
mutations,  a  phenotypic  analysis  based  on  germination  and  seedling  survival  assays  was 
proposed.  Temperatures  and  periods  of  treatment  were  diversely  combined  to  test  basal 
thermotolerance in either seeds or 7‐day‐old seedlings, or acquired thermotolerance only in 7‐
day‐old seedlings. The effectiveness of the proposed protocols was illustrated by detection of 
heat‐associated phenotypes  in  two mutants  (hot1‐3 and atrbohD) previously  identified  to be 
thermotolerance defective. Regarding germination assays, special attention should be given to 






standard  conditions,  since  similar  germination  timing  was  observed  for  hzf  and  wild‐type 
seeds. Maximum HZF transcript accumulation in heat‐treated (38°C for 1 h) wild‐type seedlings 
was achieved 15 min after heat treatment, suggesting also the HZF  involvement  in the  initial 
phase of heat  stress  response. Expression vectors  suitable  for overexpression  studies and  in 
situ  analysis  were  constructed  and  used  to  transform  wild‐type  Arabidopsis  plants.  The 
transgenic  T3  plants will  be  soon  available  for  further  experiments  that will  contribute  to 
elucidate the specific role of HZF in thermotolerance. The complete functional characterization 
of  HZF,  currently  in  progress, will  provide  novel  information  that would  contribute  to  the 
dissection of its particular role in plant thermotolerance. 
 











as  plantas  estão  frequentemente  sujeitas. A  exposição  a  temperaturas  elevadas  resulta  em 
alterações profundas do metabolismo, executadas a nível morfológico, fisiológico e molecular, 
que prejudicam o desenvolvimento e produtividade vegetal. A aquisição de termotolerância é 
essencialmente  controlada  por  mecanismos  moleculares,  os  quais  incluem  a  activação  e 
regulação  de  genes  específicos  associados  ao  stresse.  A  elucidação  da  função  desses 
genes/proteínas  irá contribuir para a compreensão dos mecanismos de  resposta das plantas 
que  permitem  a  aquisição  de  tolerância  a  temperaturas  elevadas.  O  conhecimento  desses 
mecanismos poderá ainda ser utilizado na  implementação de estratégias para o aumento da 
termotolerância  em  plantas. O  presente  trabalho  pretende  contribuir  para  o  conhecimento 
dos mecanismos moleculares  responsáveis  pela  adaptação  ao  stresse  térmico  em  plantas. 
Duas  espécies,  Populus euphratica  Oliv.  e  Arabidopsis thaliana  L.,  foram  utilizadas  como 
modelos,  devido  ao  recente  desenvolvimento  de  recursos  e  ferramentas  genómicas  e  de 
biologia molecular. 
P. euphratica  encontra‐se  distribuída  em  ambientes  adversos,  designadamente 
apresentando  temperaturas  extremas  (‐45°C  a  +54°C),  elevada  salinidade  e  secura.  Neste 
trabalho, procedeu‐se à caracterização fisiológica de células em suspensão de P. euphratica a 
diferentes  temperaturas. Contrariamente à elevada  termotolerância  inata, o  sistema  in vitro 
não  apresentou  termotolerância  significativa.  As  células  em  suspensão  de  P. euphratica, 





disponibilizados  publicamente  para  a  espécie  A. thaliana,  foi  efectuada  a  identificação  de 
novos  determinantes  para  a  tolerância  ao  stresse  térmico  (HZF  e  HRR).  A  análise  in silico 
revelou  que  ambos  os  genes  possivelmente  codificam  proteínas  efectoras  envolvidas  em 




expressão  com  HZF  e  HRR  permitiu  identificar  outros  genes  implicados  na  regulação  de 
respostas  a  temperaturas elevadas. A  caracterização  funcional do  gene HZF  foi  inicialmente 
suportada pelo uso de  ferramentas e  recursos disponíveis on‐line especialmente concebidos 
para  análise  funcional  em  Arabidopsis.  HZF  foi  identificado  como  sendo  uma  proteína  da 
família  zinc  finger,  que  possui  um  domínio  conservado  do  tipo  RING  C3H2C3,  tendo  sido 
sugerida a sua possível função como E3 ubiquitina ligase. 
De  forma  a  prosseguir  a metodologia  de  genética  inversa,  para  a  identificação  de 
mutações  associadas  ao  stresse  térmico,  foi  proposta  uma  análise  fenotípica  baseada  em 




fenótipos  associados  ao  calor  em  dois mutantes  (hot1‐3  e  atrbohD),  cuja  termotolerância 
reduzida  tinha  sido  previamente  descrita. No  que  se  refere  aos  ensaios  de  germinação,  foi 




germinativo.  A  proteína  HZF  foi  então  sugerida  como mediadora  da  ubiquitinação  de  uma 
proteína reguladora  implicada na manutenção da dormência ou repressão da germinação em 
condições  de  stresse  térmico.  Esta  função  parece  ser  principalmente  assegurada  por  uma 
outra proteína com função redundante (L‐HZF) em condições normais, dado que o tempo de 
germinação  observado  para  as  sementes  hzf  e  selvagem  foi  semelhante.  A  máxima 
acumulação  de  transcriptos  de  HZF  em  plântulas  selvagem  sujeitas  a  stress  térmico  (38°C 
durante 1 h) foi observada 15 min após tratamento, o que sugeriu também o envolvimento de 
HZF na  fase  inicial da  resposta  ao  stresse  térmico. Vectores de  expressão  apropriados para 
estudos de sobre‐expressão e análise  in situ  foram concebidos e utilizados na  transformação 
















































































































which  result  in  the  loss  of  agricultural  productivity  (Boyer  1982;  Bray  et  al.  2000). 
Abiotic  stress  is  caused  by  the  occurrence  of  individual  or  combined  detrimental 
conditions,  such  as  drought,  salinity,  extreme  temperatures  or  chemical  toxicity 
(Figure 1.1) (reviewed by Wang et al. 2003). Lacking  locomotion as a mean to escape 
dramatic changes  in their environment, the range of behavioural responses by which 
plants  are  able  to  avoid  stress  is  limited  (Wahid  et al.  2007). However, plants have 
evolved a variety of sophisticated responses that enable them to tolerate and survive 
in  adverse  conditions,  including  the  long‐  and  short‐term  morpho‐anatomical 
adaptations,  like  the  alteration  of  leaf  orientation  or membrane  lipid  composition 
(reviewed by Wang et al. 2003; Madhava Rao et al. 2006). As part of  their adaptive 
mechanisms  to  cope  with  stress,  plants  also  display  several  physiological  and 




In  plant  stress  studies,  primary  stresses  (e.g.,  drought,  salinity,  extreme 





to  be  related  and  may  lead  to  similar  damage  and  responses  at  the  cellular  and 
molecular  level.  In  contrast,  it has been  shown  that  a  combination of  two different 
environmental  stresses  could  result  in  an  unique  response,  dissimilar  from  the  
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Molecular events associated with plant  response  to abiotic  stress. Primary  stresses,  such as drought, 
salinity, cold, heat and chemical pollution are often  interconnected and  lead to osmotic and oxidative 
stress, which can be considered as secondary stresses. As a result, diverse environmental stresses often 




ABF:  ABA‐responsive  element  binding  factor;  AtHK1:  Arabidopsis thaliana  histidine  kinase‐1;  bZIP:  basic  leucine  zipper 
transcription  factor;  CBF/DREB:  C‐repeat‐binding  factor/dehydration‐responsive  binding  protein;  CDPK:  calcium‐dependent 








response  to each  individual stress  (Mittler 2006). The complexity of  the mechanisms 
leading  to  tolerance  makes  the  task  of  understanding  plant  responses  to  abiotic 
stresses extremely difficult. 
The  immediate  focus  of  plant  stress  research  has  been  to  understand  the 
molecular events and the regulatory pathways that occur in response to stress (Wang 
et  al.  2003;  Bhatnagar‐Mathur  et  al.  2008).  After  the  initial  perception  of  stress,  a 
signal  transduction  cascade  is  triggered,  leading  to  the  activation  of  protective 
mechanisms by alterations  in  the expression of stress‐related genes and metabolites 
(Figure 1.1).  The  control  of  abiotic  stress  tolerance  is  based  on  the  activation  and 
regulation of specific genes involved in signaling, transcription regulation, protection of 
membranes  and  proteins  (including  those with  chaperone  function, ROS  scavengers 
and osmoprotectants) and water and ion influx and transport (reviewed by Wang et al. 
2003; Vinocur  and Altman  2005). Although  recent  advances  in  understanding  these 
responsive  mechanisms  have  been  achieved,  the  complex  regulatory  networks 
underlying  abiotic  stress  tolerance  are  still  far  from  being  elucidated  (reviewed  by 
Sreenivasulu et al. 2007). 
One of the most common primary stresses that plants have to face from their 
surroundings  is  temperature stress  (Sung et al. 2003). The optimum  temperature  for 
growth  is  intrinsic  to each plant species and establishes  its geographical distribution, 
according  to  the  temperature  zone  in which plant can  survive  (Iba 2002). Plants can 
experience  three  types of  temperature  stresses:  a)  temperatures below  freezing, b) 
low  temperatures  above  freezing,  and  c)  high  temperatures.  Low  and  high 
temperatures share some similar responses, being the most  important the alteration 
of membrane fluidity, production of compatible solutes and heat shock proteins (HSP) 
and a  slowdown  in metabolism and energy dissipation  (Sung et al. 2003; Beck et al. 
2007).  These  alterations  ultimately  result  in  radical  formation  and  oxidative  stress, 
with  the  consequent  activation  of  the  antioxidant  system. However,  at  the  level  of 
temperature  perception  and  signaling,  it  seems  that  the  temperature  signal  is 
transduced by non‐overlapping and independent pathways. 
As  global  climate  seems  to  be  definitively  tending  to  increase  the  average 
temperatures,  the  study  of  heat  tolerance  mechanisms  is  therefore  of  major 











Temperature  elevation  above  the  normal  optimum  (usually  10‐15°C  above 
ambient  temperature)  is perceived by plants as heat  stress  (Wahid et al. 2007). The 
rate,  intensity  and duration of  temperature  increase determines  the  severity of  the 
imposed  stress  and  the  corresponding  effects  on  physiological  and  metabolic 
processes  (Sung et al. 2003). At extreme high  temperatures,  severe  injuries and  cell 
death may occur  immediately. At moderately high  temperatures,  immediate effects 









Plant  growth  and  productivity  are  highly  adversely  affected  by  high 
temperatures  at  all  developmental  stages  (Madhava  Rao  et  al.  2006; Wahid  et  al. 
2007).  For  example,  heat  stress  imposition  may  delay  or  completely  inhibit  seed 
germination. At later developmental stages, high temperatures can cause a significant 
number  of  injuries,  including  premature  leaf  senescence  and  abscission,  sunburns, 
shoot and root growth  inhibition and fruit discoloration and damage. Concerning the 
high  variability of morphological  responses,  it  appears  that  the effect of heat  stress 
varies with plant species and developmental stages  (reviewed by Wahid et al. 2007). 




















shifting  lipid  properties  or  protein  denaturation,  thereby  promoting  the  failure  of 
membrane processes such as photosynthesis and respiration (reviewed by Sung et al. 
2003; Wahid et al. 2007). Several approaches, like mutational analysis, transgenic and 
physiological  studies  established  the  importance  of  proper  membrane  fluidity  in 
temperature  tolerance.  For  example,  mutants  with  increased  lipid  saturation  in 
membrane composition displayed stronger tolerance to high temperatures (Murakami 
et al. 2000; Alfonso et al. 2001). 
Increased  temperatures  also  modulate  the  levels  of  compatible  osmolytes, 
secondary metabolites  and hormones  (Wahid  et al.  2007). Compatible  solutes  (e.g., 
sugars, polyols, proline) are  important  for maintenance of  cell  turgor by  stimulating 
water  uptake  (reviewed  by  Wang  et  al.  2003).  These  organic  compounds  of  low 
molecular weight can also act as ROS scavengers or chemical stabilizers of membranes 






















known  for  their  protective  effects.  The  accumulation  of  diverse  types  of  secondary 
metabolites  under  heat  stress  has  been  related  to  different  effects,  such  as  the 
prevention  of  oxidative  damage  to  the  membrane  lipids  or  protection  of  the 
photosynthetic  apparatus  (reviewed  by  Wahid  et  al.  2007).  Hormones  play  an 
important role as secondary signals involved in signal transduction that can trigger the 
molecular  events  leading  to many  physiological  responses  (Kaur  and  Gupta  2005). 
Abscisic  acid  (ABA),  ethylene  and  salicylic  acid  (SA)  are  some  examples  of  plant 
hormones which have been shown to confer enhanced thermotolerance (reviewed by 
Kotak et al. 2007; Wahid et al. 2007). The accumulation of compatible osmolytes and 
secondary metabolites,  as well  as  the  regulation  of  hormone  production  caused  by 
heat stress, has been considered to be adaptive mechanisms contributing to enhance 




Immediately after exposure  to  increased  temperatures and  signal perception, 
alterations  at  the  molecular  level  result  in  the  activation  of  gene  expression  and 
accumulation  of  transcripts  (reviewed  by  Wahid  et  al.  2007).  The  synthesis  and 
accumulation of HSPs  and other  stress‐related proteins  represent  an  important  and 
ubiquitous  adaptive  strategy  to  heat  stress.  The  so‐well  characterized  HSPs  have  a 
particular  key  role  in  cellular  protein  quality  control  and  in  stabilizing  proteins  and 
membranes under  abiotic  stress  (Kotak  et al.  2007;  Liberek  et al.  2008). Ranging  in 
molecular weight from 10 to 200 kDa, heat stress‐induced HSPs play an important role 
in maintaining  proteins  in  their  functional  conformation,  preventing  aggregation  of 












nutrient  use  efficiency  and  membrane  stability.  Among  the  other  stress‐induced 
proteins,  ubiquitin,  late  embryogenesis  proteins  (LEA)  and  dehydrins  have  also 
important roles in stress defense (reviewed by Wahid et al. 2007). These proteins have 
been  suggested  to  function  as molecular  chaperones  under  heat  stress,  assisting  in 
protection of essential and membrane proteins  from the adverse effects of oxidative 
stress  and  dehydration.  Decreases  in  transcripts  related  to  programmed  cell  death 
(PCD), basic metabolism and biotic  stress  responses have  recently been  found  to be 
equally important for adaptation to high temperature (Larkindale and Vierling 2008). 
At  high  temperatures,  the  generation  of  reactive  oxygen  species  (ROS) 
constitutes  another  major  plant  response  caused  by  the  disruption  of  cellular 
homeostasis and uncoupling of metabolic processes  (reviewed by Suzuki and Mittler 
2006).  This  enhanced  production  of  ROS  leads  to  the  induction  of  the  antioxidant 
system  (reviewed  by  Dat  et  al.  2000).  The  levels  of  ROS‐scavenging  enzymes  in 
coordination with antioxidant compounds are responsible for reducing ROS levels and 
oxidative  damage,  providing  enhanced  tolerance  to  heat  stress.  Therefore,  an 
inadequate  control  of  ROS  levels  can  lead  to  phytotoxicity,  culminating  in  PCD  or 
ultimately  in  necrosis. However,  the  accumulation  of  relatively  low  levels  of  ROS  is 
useful for the activation of stress‐response pathways by signal transduction (reviewed 
by  Suzuki  and Mittler  2006;  Van  Breusegem  and  Dat  2006).  During  the  course  of 
evolution,  it seems  that plants were able  to achieve a higher degree of control over 
ROS  toxicity  and  use  these  molecules  as  signaling  components.  It  is  the  level  of 
signaling  molecules  and/or  ROS  that  results  on  the  activation  of  PCD,  which  is 
responsible  for  development  and  maintenance  of  plants  by  removing  redundant, 
misplaced or damaged cells. 
Plant adaptation  to heat stress also  involves protein degradation executed by 
proteases,  including  enzymes  in  the  ubiquitin‐proteasome  pathway  and  other 
proteolytic proteases, which have been found to be up‐regulated by high temperature. 
This  stimulation  of  protein  degradation,  which  was  suggested  to  be  relatively 
unspecific, could affect several enzymes (Huang and Xu 2008). 











whenever  it  occurs  and  transduce  the  information  through  a  signaling  pathway 








Several  signaling  pathways  have  been  implicated  in  the  response  leading  to 
thermotolerance  (Figure 1.3)  (reviewed  by  Kotak  et  al.  2007).  The  network 
represented by the multiple heat shock transcription factors (HSFs) is clearly of major 
importance by their regulator effect on the transcription of HSP genes. Also, a number 
of  chemical  signals,  such  as  Ca2+,  ROS,  ethylene  and  plant  hormones,  has  been 
identified  to  induce  signaling  cascades  (reviewed by Wahid et al. 2007).  In addition, 




has  been  shown  to  lead  to  a  raise  in  cytosolic  Ca2+  content  and  cytoskeletal 















shock  transcription  factors  (HSFs)  are  one  of  the main  components  of  the  network, mediating  the 
expression of protective proteins  (HSPs) and thereby  leading to thermotolerance. Red arrows point to 
connections  with  experimental  evidence,  while  open  arrows  indicate  hypothesized  connections. 
Question marks  illustrate unidentified components of the corresponding signal transduction pathways. 
Boxes  with  red  dotted  lines  represent  a  collection  of  gene  products  that  are  known  to  affect 
thermotolerance, but whose particular functions in the network are still unknown (Kotak et al. 2007). 
 
temperature  defense  pathway  controlling HSPs  expression  (reviewed  by  Suzuki  and 
Mittler  2006).  For  example,  a  burst  of  H2O2  caused  by  short  exposures  to  high 
temperature has been correlated with  the  induction of heat  stress‐responsive genes 
through direct activation of HSFs  (reviewed by Kotak et al. 2007).  In addition  to  the 
referred signaling pathways, other specific groups of molecules with potential signaling 
activity  (SA, ABA  and ACC)  have  been  suggested  to  indirectly  enhance  tolerance  to 
heat  stress  by  reducing  oxidative  injury  or  inducing  HSPs  synthesis  (Larkindale  and 
Huang 2004). An adequate response  in the signaling and gene activation pathways  is 











The  regulation of  transcription  is  assumed  to play  a  fundamental  role  in  the 
response  and  adaptation  to  heat  stress.  A  conserved  target  sequence  (heat  shock 
element, HSE),  found  in  the  promoter  of many  heat‐inducible  genes, was  found  to 
serve  as  the  binding  site  for HSFs  (Kotak  et  al.  2007).  Following  their  activation  by 
oligomerization in the cytosol, HSFs are translocated to the nucleus where they bind to 
HSE  (Baniwal  et  al.  2004).  HSFs  are  known  to  be  the  key  regulatory  proteins  that 
mediate  the  expression  of  genes  induced  both  by  heat  stress  and  several  chemical 
stressors (Von Koskull‐Döring et al. 2007). 




the  best  well  characterized  HSF  system  resulted  from  genome‐wide  transcriptome 
studies of wild‐type and HSF mutant  lines  in Arabidopsis thaliana  (reviewed by Kotak 
et al. 2007; Von Koskull‐Döring et al. 2007). Analysis of Arabidopsis knockout mutant 
lines of HSFA1a, HSFA1b and HSFA2 suggested that HSFA1a and HSFA1b are essential 
for  the  initial  phase  of  heat‐responsive  gene  expression,  and  that  HSFA2  regulates 
expression  under  prolonged  stress  and  during  recovery  (Figure 1.4).  Interestingly, 
HSFA2 was reported to be also  induced by high  light and H2O2. Also, the Arabidopsis 
transcriptome  analysis  performed  using  AtGenExpress microarray  data  during  heat 
stress suggests that HSFA2  is strongly  induced  in all tissues (Von Koskull‐Döring et al. 
2007). To a certain extent, this was also verified for HSFA7a, HSFA7b, HSFB1, HSFB2a 
and HSFB2b transcripts. Besides the regulation of heat stress response, the transcript 
profiles  of  HSFs  during  development  and  during  other  abiotic  and  biotic  stress 










Model  representation  of  the  role  of HSFs  in  different  signal  transduction  pathways.  The model was 
proposed  based  on  functional  analysis  of  Arabidopsis mutant  lines  of  HSFA1a  and  HSFA1b,  HSFA2, 
HSFA4a, HSFA9, DREB2A, APX1 and ABI3. The different triggering signals lead to the activation of distinct 
transcriptional pathways  including HSFs (red), which can  induce directly or  indirectly the expression of 











A  key  to  progress  towards  improvement  of  plant  tolerance  has  been  the 
understanding  of  stress  adaptive  mechanisms  at  the  whole  plant,  cellular  and 
molecular levels (reviewed by Wang et al. 2003; Vinocur and Altman 2005; Bhatnagar‐
Mathur  et  al.  2008).  Functional  genomics  provides  tools  for  revealing  the  complex 
networks  of  stress  perception  and  signal  transduction  that  lead  to  the  multiple 
defensive responses to abiotic stress (reviewed by Langridge et al. 2006; Sreenivasulu 






metabolomics,  together with  all  the  potentialities  of  bioinformatics,  now  enable  to 
easily evaluate the global profiles of transcripts, proteins and metabolites of stressed 






importance  in  immediate  improvement  of  plant  tolerance.  Plant  modification  for 
enhanced  tolerance  to  stress have been mostly based on  the manipulation of  three 
different  categories  of  genes:  a)  those  involved  in  signaling  transduction  and 
transcriptional regulation, b) those that function in membrane and protein protection 
and c) those related to water and  ion uptake and transport (reviewed by Wang et al. 
2003).  Several  comprehensive  reviews on effective engineering  strategies  leading  to 
greater heat stress tolerance have been published (Iba 2002; Sreenivasulu et al. 2007; 
Vij  and  Tyagi  2007;  Bhatnagar‐Mathur  et  al.  2008;  Singh  and  Grover  2008).  It  is 
important  to  notice  that  genetic  engineering  of  genes  involved  in  thermotolerance 
may  be  beneficial  in  the  production  of  heat‐tolerant  plants,  as  well  as  in  the 
understanding of  its  functional  roles. High  temperature  tolerance has been achieved 
by overexpression of HSP genes (or indirectly by elevating the  levels of HSF proteins), 
by  increasing  levels  of  osmolytes  and  cell  detoxification  enzymes  and  by  changing 
membrane fluidity (reviewed by Singh and Grover 2008). All of these approaches have 
induced  thermotolerance  in  transgenic  plants  by  acting  at  the  level  of  protein 
metabolism  through minimizing  the  accumulation  of  damaged  proteins  (Singh  and 
Grover 2008). HSPs are directly  implicated  in the regulation of denatured/aggregated 
protein levels through their chaperone activity (reviewed by Wang et al. 2004; Kotak et 
al.  2007).  Increasing  osmolytes  and  detoxifying  enzymes  and  altering  membrane 
fluidity  have  been  suggested  to  create  a  more  reductive  and  energy‐rich  cellular 
environment,  thereby  protecting  active  proteins  from  damage  (Singh  and  Grover 











limited  number  of  successful  examples  (reviewed  by Wang  et  al.  2003;  Bhatnagar‐
















































































































Considering  the  recent advances on  stress‐specific gene participation  in plant 
adaptation  to heat  stress, genetic engineering approaches  for  improvement of plant 
heat  tolerance  will  be  more  widely  used  in  a  nearly  future.  Future  advances  on 








Langridge et al. 2006). Arabidopsis has been an excellent model  species  for  studying 
the plant stress responses and for the identification of target genes for biotechnology 
applications  (reviewed by Zhang et al. 2004; Bevan and Walsh 2005). The knowledge 
gained  from Arabidopsis  research may  enable  the  understanding  of  the  function  of 
heat stress‐relevant genes and therefore contribute to the production of commercial 
plant  varieties with  improved performance. Another excellent parallel  approach has 
been  to  perform  comparisons  between  model  species  and  natural  stress‐tolerant 
relatives  (Bohnert  et  al.  2006).  Plant  stress  biology may  profit  from  evaluation  of 
transcript  profiling  from  contrasting  genotypes  with  respect  to  stress  tolerance, 
allowing  the  identification  of  potential  candidates  for  mediating  stress  tolerance. 
Regarding  heat  tolerance,  Populus euphratica,  a  tree  species  naturally  adapted  to 
extreme  conditions  (including  high  temperatures), might  be  a  good  studying model 
system. Besides its natural tolerance, studies on Populus spp. are facilitated by its close 










The  research  presented  in  this  work  aimed  to  contribute  for  a  better 
understanding  of  the  physiological  and molecular mechanisms  responsible  for  plant 
tolerance to high temperatures. For our purpose, the model systems P. euphratica and 
A. thaliana  provided  special  interest  due  to  the  recent  increase  of  sequence 
information  and  development  of  genomic  resources  and  tools.  Taking  into  account 
P. euphratica  natural  tolerance  to  extreme  temperatures,  particular  emphasis  was 
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Extreme  temperatures  are  one  of  the most  serious  environmental  threats  faced  by 
plants  all  over  the  world.  Temperature  fluctuations  lead  to  a  series  of  morphological, 
physiological,  biochemical  and  molecular  changes  that  adversely  affect  plant  growth  and 
productivity. A comprehensive understanding of physiological responses of plants to extreme 
temperatures and  the mechanisms by which  they can  tolerate  thermal stress  is essential  for 
future  strategies  to  improve  plant  thermotolerance.  Advantage  can  be  taken  by  using 
extremely adapted model plants, like the stress‐tolerant tree species, Populus euphratica Oliv., 
which  is  naturally  found  under  harsh  conditions  such  as  extreme  temperatures  (‐45°C  to 
+54°C), high soil salinity and drought. Its natural tolerance along with a relatively small genome 
and  easy  manipulation  in  vitro  made  it  an  excellent  model  to  the  study  of  mechanisms 
responsible for thermotolerance. 
In  the  present  study,  the  physiological  characterization  of  heterotrophic  cell 
suspensions of P. euphratica was attempted by subjecting cells to different temperatures. The 
evaluation of cell viability and dry weight upon thermal shock revealed that 45°C corresponds 
to  the  sub‐lethal  temperature  for  P. euphratica  cells  heat‐shocked  for  20 min.  In  these 
conditions, suspended cell culture was able to recover, after a period of decline in cell viability 
due  to  the  occurrence  of  cell  death.  Furthermore,  heat‐associated  events  as  PCD  and 






ABBREVIATIONS    BAP:  6‐benzylaminopurine  ∙  Carboxy‐H2DCFDA:  5‐(and‐6)‐carboxy‐2’,7’‐
dichlorodihydrofluorescein  diacetate  ∙  DW:  dry  weight  ∙  EST:  expressed  sequence  tag  ∙  HBSS/Ca/Mg:  Hank’s 
balanced salt solution with calcium and magnesium ∙ HSP: heat shock protein ∙ MS: Murashige and Skoog ∙ NAA: 1‐













to  adverse  temperatures  can  significantly  affect many essential metabolic processes 
and disrupt an extensive range of cellular components. Three distinct types of this kind 
of stress can be found in nature: low temperatures above 0°C (chilling temperatures), 
temperatures  below  0°C  (freezing  temperatures)  and  high  temperatures,  all 
responsible  for  a  variety  of  responses. When  facing  extreme  temperatures,  plants 
experience  stresses  of  variable  severity  that  depend  on  the  intensity  and  extent  of 








engineering  include,  among  others,  osmoprotectants,  reactive  oxygen  scavengers, 
heat  shock  proteins  (HSPs)  and  other  stress  proteins,  signaling  components  and 
transcription factors (Bhatnagar‐Mathur et al. 2008). As accomplished for other abiotic 
stresses,  plant  transformation  with  genes  enhancing  thermal  tolerance  has  been 
successfully  achieved  (Iba  2002;  Sung  et  al.  2003).  However,  even  thought  a  huge 
progress  in  the  understanding  of  the  temperature  stress mechanisms  in  plants  has 
been  brought  in  the  recent  years,  the  function  of  several  genes  is  still  unknown. A 
strategy for gene function assignment has been the utilization of plant model species 
that  are  naturally  adapted  to  survive  in  extreme  environments.  In  these  species, 
regulatory mechanisms  enabling  their  survival  on  such  adverse  conditions  are  still 
active  and  could  be  used  for  revealing  a  set  of  genes  important  for  plant  stress 
tolerance (Cushman and Bohnert 2000; Vinocur and Altman 2005).  








same branch, although  the most  typical are  from  the  lanceolate‐linear  type. Usually, 
poplar proliferates by seed germination but classical rooting of cuttings is used as well 
(Taylor 2002). The advantages of using the members of the genus Populus as genomic 









the most  crucial ones. Another  important  feature  is  its  relatively  close phylogenetic 
relationship  to  Arabidopsis  in  the  Eurosid  clade  of  Eudicotyledonous  plants 
(Figure 2.2).  The  extensive  knowledge  of  Arabidopsis  and  the  recently  developed 
genomic  and  molecular  biology  resources  for  the  Populus  genus  promotes  the 
















Angiosperm  phylogeny  showing  the  Eurosid  clade  containing  Populus  and  Arabidopsis  (red  arrows), 
relative to other species with significant sequence  information  (highlighted  in color). Data and  images 











recently  achieved  in  transgenic  tobacco  containing  a  stress  responsive  zinc‐finger 





al.  2006).  Brosché  et  al.  (2005)  reported  an  elegant  approach  to  identify  genes 
involved in abiotic stress responses by comparing expression profiles of poplar trees in 
controlled  environment,  stress‐imposed  and  natural  conditions.  Apparently,  the 
natural adaptation of P. euphratica to saline semi‐arid environments might be due to 
specific regulation of gene expression rather than the presence of particular genes by 
itself  (Brosché  et  al.  2005).  Another  effort  for  the  understanding  of  P. euphratica 
thermotolerance comprised an extensive analysis of the protein accumulation profiles 
after imposition of a moderate heat stress (Ferreira et al. 2006). In order to mimic the 
day‐night  temperature  fluctuations,  hydroponic  cultures  of  P. euphratica  were 
submitted  to  light/dark  cycles  of  42/37°C  for  three  days.  Short‐  and  long‐term 
regulated proteins were  identified, which were mainly  involved  in  lipid metabolism, 




a  system  to  study  stressed‐cell  responses.  Cell  cultures  rapidly  generate  a  great 
amount of  cell material with  reduced  cellular  complexity. More  importantly,  studies 
carried out  in this kind of tissue culture allow to completely control the homogeny of 
cell  response  and  environmental  parameters.  Cell  cultures  also  allow  a  number  of 
quantitative  studies  in which compounds can be  simply added or  removed  from  the 
medium  and  cell  aliquots  can  be  easily  harvested  (McCabe  and  Leaver  2000).  A 
number  of  protocols  to  establish  stable  cell  suspensions  for  studying  plant  stress 
responses  has  been  reported  from  several  plant  species,  including  Arabidopsis, 






particular,  the  use  of  cell  suspension  cultures  for  the  evaluation  of  heat  stress 
responses  has  been  successfully  accomplished  for  several  plant  species.  Some 
representative examples are tomato  (Scharf and Nover 1982), pear  (Wu and Wallner 
1984), carrot  (McCabe et al. 1997), Arabidopsis  (McCabe and Leaver 2000; Lim et al. 
2006)  and  tobacco  (Vacca  et  al.  2004;  Burbridge  et  al.  2007).  The  general  focus  of 
these studies was the evaluation of plant tolerance ability, analysis of gene expression 
profiles,  detection  of  programmed  cell  death  (PCD)  and  identification  of 





A  similar  result was  reported  for  tobacco  cultured  cells which had experienced heat 
stress  (55°C)  during  10 min  (Vacca  et  al.  2004).  In  these  experiments,  studies were 
essentially directed to the mechanism of PCD induction by heat and focused mainly in 
cell  viability  effects,  cell morphology,  reactive  oxygen  species  (ROS)  production  and 
antioxidants  levels.  The  strategy  of  using  cell  suspension  culture will  be  specifically 
advantageous  when  studying  thermotolerance  mechanisms  among  trees.  The 
particular use of P. euphratica suspension cultures had already been reported in saline 
and osmotic tolerance studies (Ma et al. 2002; Gu et al. 2004b). However, as far as we 
know, no  studies  concerning  thermotolerance  in  this  system were performed up  till 
now. 
Considering  the  outlined  questions  and  the  reduced  information  in 
thermotolerance of  the natural model P. euphratica,  the earliest aim of  the present 
work  was  to  evaluate  the  heat  stress  tolerance  ability  of  the  corresponding  cell 
cultures. Suspended cells were subjected to a range of temperatures and cell viability 
and biomass content were determined at  regular  intervals.  In order  to elucidate  the 
physiological mechanisms that enable this species to cope with adverse temperatures, 











Populus euphratica  calli  (Gu  et  al.  1999)  were  kindly  provided  by  R. Gu 
(Laboratory of Plant Biotechnology, ICAT, Portugal) and were used for the induction of 
cell  suspension  cultures.  Initiation  of  cell  cultures was  performed  using  4‐week‐old 
callus by  transferring 1‐2 g of  tissue  to 70 ml of Murashige and Skoog  (MS) medium 
(Murashige and Skoog 1962),  supplemented with 0.5 mg.l‐1 1‐naphthaleneacetic acid 
(NAA), 0.25 mg.l‐1 6‐benzylaminopurine  (BAP) and 2.5%  (w/v) sucrose, at pH 5.5. The 
















for  10 min,  for  recovering  the  usual  growth  temperature.  Suspension  cultures were 












Cell  viability  of  suspended  cells  was  measured  using  trypan  blue  exclusion 
method. Aliquots of 150 µl of cell culture were gently mixed with  identical volume of 
0.4% (w/v) trypan blue (Sigma‐Aldrich) and incubated in the dark for 10 min. A sample 
of  50 µl was  observed  under  a  Leica  ATC2000  light microscope  and  the  number  of 
viable (unstained) and dead cells (stained) were determined. Cell viability is referred in 
relation to the total number of the cells observed. When cell death was observed, cell 
viability values were  transformed  into  their natural  logarithm  for  specific death  rate 
determination.  Changes  of  cell morphology  were  observed with  a  Leitz  Laborlux  S 
epifluorescence microscope (Leitz) under phase contrast. Images were recorded with a 
3CCD  color  video  camera  (Sony,  DXC‐9100P),  a  frame  grabber  (IMAGRAPH, 




Midlog  phase  cell  suspensions were  heat  stressed  at  45  or  50°C,  under  the 
same experimental conditions referred above. Programmed cell death was evaluated 
before and  immediately after heat  stress, as well as during  recovery period at 25°C, 
after 1, 4, 6 and 8 h of heat treatment. PCD was revealed by TUNEL assay, as originally 
described  by  Gravieli  et  al.  (1992),  through  the  detection  of  DNA  fragmentation. 

















with  45 µl  of  Label  Solution,  Roche  Applied  Science) were  added  to  approximately 
equal volume of cells. Incubation was performed for 60 min at 37°C in the dark. Finally, 
labelled cells were gently washed three times with PBS and mounted  in a glass slide. 
Positive and negative  controls were performed as  indicated by  supplier  instructions. 
The samples were visualized using a Leitz Laborlux S epifluorescence microscope (Leitz) 
under a 50W mercury  lamp with an excitation wavelength of 495 nm and a detection 








Image‐iTTM  LIVE  Green  Reactive  Oxygen  Species  Detection  Kit  (Molecular  Probes), 
which  is  based  on  5‐(and‐6)‐carboxy‐2’,7’‐dichlorodihydrofluorescein  diacetate 
(carboxy‐H2DCFDA).  This  non‐fluorescent  compound  permeates  live  cells  and  is 
deacetylated by non‐specific  intracellular esterases. The obtained fluorescein product 
is oxidized  in  the presence of non‐specific ROS and emits bright green  fluorescence. 
The assay was performed according  to  supplier  instructions. Briefly, 5 ml aliquots of 
suspended  cells  were  gently  washed  with  the  same  volume  of  warmed  Hank’s 
balanced salt solution with calcium and magnesium  (HBSS/Ca/Mg, Gibco). Cells were 
first mounted in a glass slide and those adhering to the coverslip were directly labelled 
by  applying 25 µM  carboxy‐H2DCFDA working  solution.  Stained  cells were  incubated 
for 30 min at 37°C,  in  the dark. Finally,  the coverslip was gently washed  three  times 
with  warmed  HBSS/Ca/Mg  solution  and  cells  were  immediately  imaged.  As  the 
oxidized compound has an excitation/emission maxima of approximately 495/529 nm, 
positively  reactive  cells  were  detected  under  a  Leitz  Laborlux  S  epifluorescence 
microscope  (Leitz).  Samples were  also  stained with Hoechst  33342  (350/461 nm),  a 
blue  fluorescent cell‐permeant nucleic acid  stain  supplied with  the kit. For achieving 













































In  multicellular  organisms,  the  elucidation  of  thermotolerance  physiological 
mechanisms  at  cellular  level  can  be  as  hard  as  impractical  to  accomplish.  The 
utilization of  in vitro cell systems has been a strategy for revealing cellular‐associated 
responses  that  otherwise  would  be  hidden  at  whole‐plant  level.  Besides,  cells  in 
culture are  relatively assessable and a  large number of data per  treatment could be 
easily  achieved.  However,  for  controlling  the  uniformity  of  environmental  and 
physiological parameters, plant cell in vitro studies require the establishment of a fine 
stable  suspension  cell  culture with  a  large  proportion  of  small  cell  aggregates  and 
single cells. A cell suspension culture was established from P. euphratica callus tissue. 
This  suspension  culture  was  subcultured  every  12  days  in  fresh  MS  medium.  The 
suspended  cells  grew  vigorously with  the  passage  of  subculture, maintaining  small 
clusters made up of a  few cells. For evaluating cell growth,  suspended cells aliquots 
(3 ml) were harvested every 2 days over a total period of 16 days (Figure 2.3). After a 
short  adaptation  period  during  the  first  two  days  of  subculture,  cell  suspensions 
started an exponential growth phase that lasted for 8 more days, until day 10. Cell dry 




Figure 2.3. Growth  curve of P. euphratica  cell  suspension  culture.  Subculture  from  a well‐established 
suspension culture was evaluated for dry weight increase. Aliquots were harvested every 2 days for dry 
weight determination over a  total period of 16 days. The  results presented are mean values of  three 
independent experiments ± SE. 















At  this  point,  cell  suspensions  appeared  healthy when  observed  under microscope. 
After 12 days,  the growth  rate  levels off and cell degeneration and necrosis become 
apparent  (data  not  shown).  These  results  indicate  that  cell  suspensions  should  be 







of  P. euphratica  suspended  cells  to  temperature  stress was  evaluated  by  subjecting 
suspension  cultures  to  a  range  of  temperature  treatments  (5‐75°C).  Analysis  of  cell 
viability was performed before the  imposition of the 20 min temperature stress  (0 h) 
and  after  recovery  at  25°C  for  10 min  (0.5 h).  During  this  period,  cell  viability was 
essentially unaffected for temperatures ranging from 5 to 45°C (Figure 2.4). Incubation 
at  50°C  resulted  in  slightly  decreased  cell  viability  (89%),  declining  thereafter with 




treatments  at  lower  temperature  values  (40°C).  Also,  at  higher  temperatures  cell 
viability  upon  20 h  of  recovery  is  more  reduced  than  after  0.5 h  of  recovery. 
Altogether,  these  results  suggest  that  heat  treatment  not  only  have  an  immediate 
effect on cell viability, but also induces the cell death afterwards. 
Cell viability was also analysed upon  stress  treatment and during  recovery at 




refer  that  a  null  viability  value  was  never  obtained,  which  is  probably  due  to  the 













When  temperatures  of  45°C  or  55°C  were  used,  an  induction  of  cell  death  was 
observed, as  revealed by  the  long‐time decrease on cell viability.  In order  to  further 
analyse  cell  death  induction,  the  same  procedure was  performed  for  temperatures 
between  40°C  and  55°C  (Figure 2.5B).  Cell  viability  was  significantly  affected  after 
heating  at  55°C. Although  cell  viability  still  attained  values  of  72%  after  heat  shock 
(0.5 h),  it  rapidly  falls  down  to  negligible  levels  after  10 h  at  recovery  temperature 
(25°C). A more moderate cell death induction was observed after treatment with 50°C. 
Cell viability after heat shock (0.5 h) remained high (82%), but progressively declined to 









The  results  of  cell  suspension  recovering  ability  were  also  evident  when 
determining culture growth parameters after treatment at different temperatures (5‐  
























Figure 2.5.  P. euphratica  cell  viability  after  incubation  of  cell  suspensions  for  20 min  at  different 
temperatures  (5‐75°C)  and  recovery  at  25°C.  Cell  viability was  determined  by  trypan  blue  exclusion 
method over a total period up to 54 h for heat treatments at 5‐75°C (A) or over a total period up to 80 h 
for  heat  treatments  at  25‐55°C  (B).  The  results  presented  are mean  values  of  twenty  independent 
counts. 
 
65°C)  (Figure 2.6). By  following  the  time course of biomass content,  it was observed 
that treatments with temperatures below 45°C did not affect the exponential growth 
phase  of  suspension  cultures.  The  recovery  capacity  of  cell  suspensions  suffering  a 
45°C treatment was again evident. After a declining period, corresponding to the first  
 





























































Table 2.1  Specific  death  rates  of  P. euphratica cell 











45 h after heat  treatment as was previously shown  (Figure 2.5),  the biomass content 
showed  a  progressive  increase  and  reached  similar  values  than  those  obtained  by 
control  suspensions  (25°C)  but  with  a  delay.  In  contrast,  in  suspension  cultures 
incubated  at  55  and  65°C,  cell  growth  was  completely  impaired  after  treatment. 
According to these results, P. euphratica suspended cells also presented macroscopic 
differences after 24 h of heat  treatment  (Figure 2.7). Following  temperature  stresses 
higher than 45°C, cell suspensions became progressively darker and accumulated some 
debris, indicating cell lyses and death. 



































15°C)  did  not  seem  to  affect  cell  viability,  growth  or  appearance  of  cultured  cells. 
These results suggest  tolerance of cell suspensions  to  these chilling  temperatures, at 
least  for  20 min  treatments.  Previous  studies  in  poplar  species,  performed  with  
3‐month‐old in vitro plants, have already demonstrated tolerance to a more extended 
chilling  stress  (4°C  for  14  days)  (Renaut  et  al.  2004;  Renaut  et  al.  2005).  Although 
growth  rate  was  negatively  affected,  chilling  tolerance  was  confirmed  by  the 
unaffected  survival  of  the  plants.  Generally,  plants  from  tropical  and  subtropical 
regions  are  chilling‐sensitive,  whereas  those  from  temperate  origins  are  chilling‐
resistant  (Fowler  et  al.  2005).  A  few  examples  of  agriculturally  important  sensitive 
cultivars are maize,  rice, soybean, cucumber,  tomato and  tobacco, among others. At 
temperatures  in  the  range  of  5  to  15°C,  chilling‐sensitive  plants  suffer  a  variety  of 
damages, such as the  inhibition of germination and growth, tissue necrosis as well as 
the death of  the whole plant.  In maize,  suspension‐cultured  cells  started  to  suffer a 
decline in survival two days after initiation of chilling stress (4°C), resulting in less than 
10%  survival  after  14  days  of  exposure  (Xin  and  Li  1992).  Tomato  seedlings  and 
suspension cultures equally displayed growth and viability reduction when exposed to 
chilling temperatures below 10°C for six days (Breidenbach and Waring 1977). In broad 
bean  species, not documented as  temperature  tolerant, both  chilling  (5°C) and heat 
(42°C) stress induced a reduction in growth rate and membrane stability when applied 
to 21‐day‐old seedlings for 24 h (Hamada 2001). On the other hand, resistant plants as 
wheat, barley,  spinach, pea,  cabbage and Arabidopsis are not  injured even by a  low 
temperature  of  around  0°C.  A  retardation  in  the  metabolism  and  an  increase  of 
membrane  viscosity,  as  well  as  the  accumulation  of  soluble  carbohydrates  for  a 









When  considering  high  temperatures,  incubation  of  P. euphratica  suspended 
cells  at  35°C  did  not  affect  their  cell  viability  or  cell  growth,  presenting  a  similar 
behaviour  as  control  cells  (25°C).  Fitness  alterations  in  suspended  cultures  only 
appeared  for  temperatures higher  than 40°C. A heat‐induced decline  in  cell  viability 
was  observable  at  40°C,  but  it was  reversed  during  the  recovery  period.  Although 
extended decrease in viability was found in 45°C treated‐cells, accompanied by altered 





P. euphratica  leaf  discs  heat  treated  (50  and  55°C),  for  30 min,  that  have  shown 
membrane damage as evaluated by electrolyte  leakage  (Ferreira et al. 2006).  It was 
also suggested that P. euphratica could tolerate temperature of 42°C for 54 h without 
survival  effects.  Using  P. euphratica  cell  suspensions  heat‐shocked  for  20 min,  the 
temperature of 45°C corresponded to the highest sub‐lethal temperature tolerated by 
cells. 
Results  from other plant cultured  systems,  identified as non  tolerant  species, 
exhibited quite similar responses. Although the results cannot be strictly comparable 
because the heat treatments were applied  just for 10 min, the strongest  induction of 
carrot  and  Arabidopsis  cell  death  occurred  for  temperatures  above  45°C,  attaining 
maximum  levels  at 55°C  (McCabe  et al. 1997; McCabe  and  Leaver 2000).  The  same 
results were  also  registered  using  tobacco  suspended  cells  heat  treated  for  20 min 
(Burbridge  et  al.  2007).  In  another  assay  performed with  tobacco  cell  suspensions 
treated for 10 min, a time‐dependent effect on cell viability was found after incubation 
at  55°C  (Vacca  et  al.  2004).  This  response was  very  similar  to  the  one  observed  in 
P. euphratica cultures subjected to 50°C for 20 min. Studies concerning the alterations 
of biological substances  that are deeply related  to  temperature stress, such as HSPs, 









cell  viability,  but  also  induces  the  cell  death.  In  P. euphratica  suspended  cells  we 
identified three different types of heat response, based on cell viability analysis: a) at 




be  involved  in  inducing  cell  death,  either  in  a)  or  b)  responses.  For  this  reason, 





light  after  trypan  blue  staining  (Figure 2.8).  A  small  number  of  heat  (45°C  or  50°C) 
stressed  cells exhibited  cytoplasm  shrinkage after 24 h of  stress  treatment, whereas 
the untreated cells display a healthy living morphology. In the same stressed samples, 
we  also observed  some  cells  that did not display protoplast  condensation but were 
trypan blue positive, suggesting the simultaneous occurrence of a necrotic death (data 





highly  organized  and  controlled  event.  Accordingly,  when  exposed  to  extreme 
temperatures for a relatively short time, programmed cell death can be triggered, and 
typical  morphological  features  such  as  time‐dependent  cleavage  of  genomic  DNA, 
nuclear condensation and protoplast retraction away  from the cell wall are observed 
(Reape  and  McCabe  2008).  Suspended  cells  from  the  referred  plant  species  were 
incubated  at  different  levels  of  heat  stress  and  cell  death  occurred  with  a  very 












membrane  and  cell  wall.  Necrotic  cells  appeared  stained  but  showed  no  evidence  of  protoplast 
condensation. (400x). 
 
feature  reduced  progressively  for  higher  temperatures  and was  absent  in  cells  that 
died with treatments above 75°C, which confirmed that protoplast retraction observed 
at  temperatures  up  to  55°C was  due  to  a  PCD  process. McCabe  et  al.  (1997)  have 
developed  a  temperature  inducible  cell  death  assay where  they  distinguished  living 
cells,  those  undergoing  PCD  and  necrotic  cells  through  analysis  of  cell morphology. 
Morphological alterations can be observable 1‐3 h after  treatment, but are easier  to 
distinguish when  protoplast  reaches  its maximal  condensation  (after  12‐24 h).  This 
assay  has  been  used  to  score  subtle  changes  in  cell death  rates of Arabidopsis  and 
carrot (McCabe et al. 1997; McCabe and Leaver 2000; García‐Heredia et al. 2008) and 
tobacco  (Vacca  et  al.  2004;  Burbridge  et  al.  2007)  cultures.  Although  clearly 
observable,  no  differences  in  the  amount  of  undergone  PCD  or  necrotic  cells were 
detected  in  this  work  and  the  retraction  feature  was  not  used  to  quantitatively 
discriminate  between  both  types  of  cell  death  in  P. euphratica. Although  almost  all 
previous works were performed with a  shorter  treatment  (10 min), all plant  species 
depicted a near complete cell death 24 h after 55°C treatment. This death was mainly 
the  result  from  a  PCD  process,  detected  by  cytoplasm  shrinkage,  chromatin 
condensation  and DNA  laddering.  Some  extent  of  necrotic  death was  also  found  in 
these  conditions  in Arabidopsis and  tobacco  (McCabe and  Leaver 2000; Vacca et al. 
2004).  According  to  the  results  published  by  Burbridge  et  al.  (2007),  tobacco  cell 
cultures  subjected  to  50°C  for  20 min  (in  the  same  conditions  as  applied  in 







features  in  all  tobacco  cells,  suggesting  that  cell  death was  completely  due  to  PCD 










unspecific  TUNEL  staining  was  observed  in  treated  cells  (50°C,  20 min)  allowed  to 
recover at 25°C for 8 h (Figure 2.9). This result suggests that the most part of the dead 
cells  had  probably  died  necrotically,  even  though  some  extent  of  morphological 
changes was registered lately in recovery (24 h). A similar result was obtained for 45°C 
treated cells  (results not  shown), being only observed a diffuse  labelling  rather  than 
the characteristic nuclear staining similar to what was observed in the positive control 
(Figure 2.9C). 
DNA  degradation  during  heat‐induced  PCD  depends  on  the  activation  of 
endonucleases, which occurs in a later stage of the process. DNA cleavage detected by 
the  observation  of  a DNA  laddering  in  an  agarose  gel  has  been  reported  in  several 
abiotic  stress‐induced  PCD,  as  reviewed  by  Reape  and McCabe  (2008).  Although  in 




cells.  Cell  suspensions  were  labelled  before  stress  (A)  and  8 h  after  50°C  treatment  (20 min)  and 









only  visualized  12‐72 h  after  the  PCD‐inducing  treatment.  A  specific  TUNEL  staining 
was  also  only  observable  12 h  after  acetylsalicylic  acid  treatment  of  Arabidopsis 
cultures  (García‐Heredia  et  al.  2008). Additionally,  for Arabidopsis  and  tobacco,  the 
evaluation of DNA degradation was performed after a period  that  resulted  in nearly 
100% of cell death which increases the magnitude of response. In heat‐stressed (55°C) 
Arabidopsis (McCabe and Leaver 2000) and tobacco cells (Burbridge et al. 2007), for 10 
and  20 min,  respectively,  DNA  laddering  was  only  detectable  24 h  after  heat 
treatment, when all cells were dead. Also in heat‐stressed (55°C, 10 min) tobacco cells, 
DNA laddering was detectable between 48 and 72 h, at which times 75% to 98% cells 
were  already  dead  (Vacca  et  al.  2004).  In  P. euphratica  suspended  cells,  8 h  after 
recovery from 45 and 50°C treatments, cell viability was respectively ∼22% and ∼30% 
and  TUNEL  labelling  was  similar  to  untreated  cells.  This  result  suggests  that  PCD 






the dramatic  levels of  toxic compounds accumulation,  in which ROS can be  included 
(reviewed  by  Suzuki  and  Mittler  2006).  Although  the  underlying  role  of  ROS  as 
signaling  molecules  during  abiotic  stress  has  been  covered  for  a  long  time  by  its 
inherent  toxic effect,  it  is now widely accepted the dual  function of ROS as signaling 
and  destructive  effectors  (Van  Breusegem  and  Dat  2006).  In  recent  studies,  the 
involvement  of  ROS  in  signal  transduction  for  the  activation  of  stress‐associated 
pathways  and  induction  of  protective  mechanisms  was  established  (reviewed  by 
Suzuki  and Mittler  2006).  Plant  heat  tolerance  results  from  stress  perception  and 
defense  by  ROS.  The  ROS  gene  network  is  then  interlinked  with  other  dissimilar 
networks  that  control  thermotolerance. Accordingly,  the degree of  thermotolerance 







Considering  the crucial  role of ROS, we  investigated  their production  in heat‐






all  conditions.  The  results  contrast  with  previous  reports  that  have  detected  an 
enhanced  production  of  ROS  with  several  stresses,  such  as  high  light,  wounding, 
drought, UV or  extreme  temperatures  (Neill  et al.  2002). Particularly,  in  cells under 
heat  stress  a  burst  of  superoxide  and/or  hydrogen  peroxide was  reported  to  occur 
(Larkindale and Knight 2002; Vacca et al. 2004; Kotak et al. 2007). ROS overproduction 
may affect pathways that are switched on  in response to heat stress, which could be 




Figure 2.10.  ROS  production  in  heat‐stressed  P. euphratica  suspended  cells.  Cell  suspensions  were 
labelled before stress and 6 h after 50°C treatment  (20 min) and recovery at 25°C and observed using 
fluorescence microscopy  for  the  detection  of  nuclei  (visible  light  +  UV  light,  350/461 nm)  and  ROS 
production  (visible  light  +  UV  light,  495/529 nm).  Detection  of  nuclei  was  performed  by  using  the 
Hoechst 33342 (Molecular Probes) nuclear staining and ROS production was detected by Image‐iT LIVE 






increased  levels of ROS, a  similar experiment performed  in  tobacco  cell  suspensions 
showed  that  an  incubation  at  55°C  for  10 min  had  enhanced  considerably  the 
production of ROS  immediately after heat  treatment  (Vacca et al. 2004). This  result 
suggested that the amount of accumulated cellular ROS  is critical and the  increase  in 
ROS is a prerequisite for heat‐induced PCD. However, it should be noted that a certain 





trigger  PCD.  Accordingly,  the  results  suggest  that  heat  induced  cell  death may  had 
occurred mainly  via  necrosis  in  45  and  50°C  stressed  P. euphratica  cells.  However, 
whether  temperature  induces  or  not  a  PCD  process  and  overproduction  of  ROS  in 




























Similar  results  have  been  reported  in  plant  species which  normally  cannot manage 
such  high  environmental  temperatures  as  those  tolerated  by  P. euphratica  in  vivo 
plants.  This  can  occur  due  to  the  higher  sensibility  of  suspended  cells  in  sensing 
temperature  alterations,  when  compared  to  whole  plants  growing  in  the  field.  In 
addition,  a  suspended  cell  alone  or within  few  cell  aggregates would  not  have  the 
same ability to cope with a heat‐stress situation as a cell  integrated  into a system of 
multiple  interacting  cells.  It  is  only  when  integrated  into  a  tissue  that  cells  would 
probably achieve the capacity to serve as fundamental units of tissue homeostasis and 
repair  during  stressful  situations.  Therefore,  it  would  be  expected  that  the 
thermotolerance mechanisms  activated  by  elevated  temperatures  in  nature maybe 
induced  by  lower  temperature  levels  in  cell  suspensions.  Cell  viability  recuperation 
observed  for  heat  treatments  at  40  and  45°C  (20 min)  followed  by  long  recovery 
periods (> 45 h) suggests thermotolerance capacity following heat treatments at these 
temperatures.  This  was  confirmed  by  the  increasing  levels  of  biomass  along  the 
recovery period for cells treated with temperatures up to 45°C. Heat stress has been 
reported as having a high detrimental effect on the growth and metabolism of plants 
in  their  natural  habitats.  For  P. euphratica  in  vitro  plants,  although  no  effects  in 





above 40°C  for 20 min, not only have  an  immediate effect on  cell  viability, but  also 
induces the cell death afterwards. This observation has been already suggested by an 
increase  of  cell  membrane  ion  permeability  in  P. euphratica  leaf  discs  following 
treatment at 50 or 55°C  for 30 min  (Ferreira et al. 2006). Apart  from all the  inherent 
questions  that  still  have  to  be  clarified,  the  results  from  PCD  activation  and  ROS 





referred  cell  death  induction.  As  mentioned,  further  clarifying  approaches  are 
necessary, such as considering the occurrence of these events after treatment at 55°C. 
Other morphological  or  physiological  features,  not  considered  as  part  of  the 
temperature tolerance machinery, might also be responsible for the natural tolerance 
of  P. euphratica.  It  has  already  been  demonstrated  that  the  strong  capability  to 
tolerate drought stress presented by this species is mostly due to the development of 
effective roots to access deep water tables (Gries et al. 2003). Also, the adaptation to 
high  salinity  environments  appears  to  be  related  to  the  ability  to  adapt  to  higher 
osmotic stress by keeping cell  integrity and effectively controlling  ionic toxicity (Gu et 






presented  by  P. euphratica  in  the  field,  demonstrated  by  the  absence  of  related 
injuries,  can  be  due  to  the  capacity  to  achieve  morphological  or  physiological 
modifications and/or overcome related stresses rather than specific thermotolerance 
mechanisms. 
In  the  future,  different  approaches  should  be  applied  taking  advantage  on 
recent  developed  genomic  and molecular  tools  for  Populus  (genome  sequence,  EST 
collections,  DNA  microarrays,  transformation  protocols,  etc)  and  also  on  the 
phylogenetic proximity with Arabidopsis. The combination of genomic, proteomic and 
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Since  completion  in  2000  of  the  Arabidopsis thaliana  genome  sequencing,  plant 
researchers  all over  the world have  faced  the  complex  challenge of  assigning  a  function  to 
thousands  genes.  Functional  determination  of  a  large  fraction  of  the  deduced  genes  was 
achieved  automatically  by  sequence  similarity,  but  only  a  minor  part  was  experimentally 
validated.  To  facilitate  gene  function  discovery,  collaborations  between  several  functional 
genomics  laboratories  led  to  a massive  increase  on  the  availability  of A. thaliana  genomics 
resources.  As more  and more  tools  and  resources  are  being  developed  and  improved  for 
functional  Arabidopsis  studies,  the  systematic  assignment  of  gene  function  is  becoming 
increasingly accessible. In the present work, we propose a straightforward strategy supported 
by  reverse  genetics  principles  that  allows  for  the  identification  of  novel  stress‐related 
determinant genes.  Initially  sustained by gene expression data acquired  in publicly available 
microarray experiments, this approach makes use of the numerous web‐based resources that 






ABBREVIATIONS    ABI3:  abscisic  acid  insensitive  3  ∙  ABRC:  Arabidopsis  Biological  Resource  Center  ∙ 
AGRIKOLA: Arabidopsis Genomic RNAi Knock‐out Line Analysis  ∙ AGRIS: Arabidopsis Gene Regulatory  Information 
Service  ∙ AP2: apetala 2  ∙ ARAMEMNON: Plant Membrane Protein Database  ∙ AREX: Arabidopsis Gene Expression 
Database  ∙  AtcisDB: Arabidopsis thaliana  cis‐regulatory Database  ∙  AthCoR: A. thaliana  Co‐Response Database  ∙ 
ATIDB:  Arabidopsis thaliana  Integrated  Database  ∙  ATTED:  Arabidopsis thaliana  Trans‐factor  and  cis‐Element 
prediction Database ∙ AtTERT: A. thaliana TERT gene ∙ AtTFDB: Arabidopsis thaliana Transcription Factor Database ∙ 
BAR: Bio‐Array Resource  ∙ RIKEN BRC: RIKEN BioResource Center  ∙ CATMA: Complete Arabidopsis  Transcriptome 
MicroArray  ∙  CSB.DB:  Comprehensive  Systems‐Biology  Database  ∙  DAG1:  Dof  affecting  germination  1  ∙  DNA: 
deoxyribonucleic  acid  ∙  eFP:  electronic  Fluorescent  Pictographic  ∙  EMS:  ethane methyl  sulfonate  ∙  FST:  flanking 
sequence  tag  ∙ GO: Gene Ontology Project  ∙ GST: gene‐specific  sequence  tag  ∙ HRR: heat RNA‐recognition motif 
containing protein  ∙ HSE: heat  shock element  ∙ HSFA2: heat  shock  transcription  factor A2  ∙ HZF: heat  zinc  finger 
family protein ∙ INRA: Institut National de la Recherche Agronomique ∙ MAtDB: MIPS Arabidopsis thaliana Database 
∙ MIAME: Minimum  Information About  a Microarray  Experiment  ∙ MIPS: Munich  Information  Center  for  Protein 
Sequence  ∙  NASC:  Nottingham  Arabidopsis  Stock  Center  ∙  PCR:  polymerase  chain  reaction  ∙  RAV1:  related  to 
ABI3/VP1  1  ∙ RING:  really  interesting new  gene  ∙ RNA:  ribonucleic  acid  ∙ RNAi: RNA  interference  ∙  SIGnAL:  Salk 









In  the  wake  of  the  international  coordinated  effort  to  sequence  the  first 
genome of a higher plant (Arabidopsis Genome Initiative 2000), plant research entered 
in  a  stimulating  post‐genomic  era.  The  application  of  experimental  approaches  to 
elucidate  gene  function  is  now  becoming  an  essential  part  of  plant  research.  The 
heading  focus  on  Arabidopsis thaliana  research  is  presently  to  assign  the  biological 




ability  to  be  transformed  with  Agrobacterium.  Also,  a  variety  of  new  resources 






or  insufficient  sequence  similarity  to  infer  gene  function  (Sessions  et  al.  2002).  The 
recent  review  from Alonso  and  Ecker  (2006)  provides  an  excellent  overview  on  the 
basis of functional genomics for understanding the function of unknown genes. Within 
phenotype‐centered  approaches,  forward  and  reverse  genetics  are  two  different 
pathways  for  achieving  the  same  end.  Forward  techniques  have  been  the  earlier 
extensively employed strategy to determine gene function. Systematic screening for a 
detectable phenotype originated by inducing gene mutation is followed by cloning the 
gene  responsible  for  it.  Thus,  this  approach  starts with  the  selection of  a  biological 
process of  interest and  is directed from phenotype  identification to gene  isolation.  In 
contrast, a reverse genetics strategy goes from gene selection to detection of a visible 
phenotype. Once  a  gene  of  interest  is  identified,  generation  of  a mutant  line with 
altered  gene  expression  is  required  to  initiate  screening  of  a  potential  phenotype. 












Provides  access  to  data  about  genes,  markers,  maps, 
sequences,   gene families and proteins, clones, DNA and seed 























Collects  and  distributes  a  set  of  T‐DNA  insertion  mutants, 




Biological  resources  from  the  AGRIKOLA  project  (GSTs  entry 




Distributes  confirmed  T‐DNA  insertion mutants  characterized 













Database  which  integrates  general  sequence  and  molecular 














Provides  information  about  the  project  developed  for  the 




Provides  information  about  the  GSTs  probes,  designed  and 
produced  by  the  CATMA  consortium;  provides  information 









knockdown, but  frequently rely on  insertion mutant  lines  that  interrupt  target genes 
via  biological  vectors.  The  substantial  increase  in  the  number  of  gene‐indexed  
T‐DNA/transposon mutant collections, now covering most of the Arabidopsis genome, 
has turned reverse genetic approaches into an attractive alternative to forward genetic 
screens.  Collections  can  be  easily  browsed  and mutant  seeds  obtained  from  stock 
centers (Table 3.1). Nonetheless, despite forward and reverse strategies being viewed 




















Assembles  information on promoter  sequences,  transcription 








Project  currently  in  progress, proposed  to  evaluate  native 
expression patterns and subcellular localization of functionally 





Provides  access  to  results  from  Arabidopsis  microarray 








Expression  database  including  a  suite  of  user‐friendly  tools 





Subset  of  tools  designed  for  expression,  genomic  and 




Stores  spatial  gene  expression  data  derived  from  Affymetrix 






For  phenotypic  effect  analysis  of  perturbing  gene  activity,  both  reverse  and 
forward  approaches make  use  of  highly  redundant mutant  populations  that  can  be 
obtained by  standard  chemical/physical or biological mutagenesis  (Alonso and Ecker 
2006). While chemical mutagenesis is the method of choice in forward genetics, gene 
disruption  by  introducing  a  biological  element  (T‐DNA  or  transposon)  is  the 
predominant  technique  in  a  reverse  strategy.  In  this  case,  the  random mutagenized 
populations  are  produced  using  biological  agents  that  mediate  DNA  transfer  into 
plants (e.g., Agrobacterium‐mediated transformation). Sequencing of a large bunch of 
insertion  sites  results  in  a  gene‐indexed  catalogue of mutants. As previously  stated, 
advantage  can  now  be  taken  from  the  large  available  collections  of  knockout  lines 
produced  by  several  independent  laboratories.  As  reviewed  by  Feng  and  Mundy 
(2006), collections were made available by arisen consortiums, differing mainly  in the 
type of insertion element and the plant ecotype used. Several databases and tools are 
available  in  the  web  for  searching  mapped  insertion  sites  of  the  majority  of  the 
insertion mutant lines (Table 3.1). After finding the mutant of interest, researchers can 
simply order the corresponding seeds from a public stock center. As the disruption of 
the  gene  sequence  could  drastically  alter  or  even  abolish  gene  function,  a  gene‐
phenotype connection could be deduced by evaluating the fitness of mutant plants. A 
number of alternative knockdown/knockout strategies are also currently available for 
reverse  genetics,  such  as RNAi,  TILLING  or Deleteagene,  the use of which has been 
growing  in  recent  years  (Alonso and Ecker 2006; Eamens et al. 2008; Gregory et al. 
2008).  The  above mentioned  functional  genomics  tools  established  for  Arabidopsis 






















knockout  mutant.  Unlike  wild‐type,  mutant  plants  displayed  twisted  siliques  and 
produced  seeds  that did not develop dormancy and were  capable of germinating  in 
total  darkness.  Although  the  existence  of  successful  cases,  finding  and  studying 
informative  phenotypes  can  be  an  unpredictable  task,  since  slight  morphological 




from  its  spatial  and/or  temporal  expression  patterns.  The  recent  advances  in  DNA 
microarray  technology  have  generated  a  powerful  tool  for  rapidly  increasing  the 
current  knowledge  of  gene  functional  roles  (Figure 3.2).  Large  sets  of  experimental 
data were developed  for  expression  analysis  in  different Arabidopsis  tissues,  during 
developmental  stages  and  in  response  to  numerous  treatments  and  experimental 





























produced  and  made  publicly  available  by  a  microarray  network  (Table 3.1). 
Additionally, abundant global  information could be assembled by using a number of 
freely  accessible  informative  resources  (Table 3.1).  Sequence  annotation,  transcript 
expression  patterns,  co‐expressed  genes  and  other  existing  supplementary 
information  could be of extreme assistance  in  the  functional  characterization of  the 
gene  of  interest.  The  use  of  such  web‐based  resources  frequently  switches  the 
stressing  and  time‐consuming  search  for  a  phenotype  into  a  hypothesis  supported 
research.  The  effectiveness  of  this  type  of  information  in  helping  to  access  gene 








al.  1999).  The  disruption  of  the AtTERT  gene, which  results  in  shorter  telomeres  in 
knockout  plants,  was  not  sufficient  for  functional  inference  since  no  apparent 
morphological alteration was present for ten generations. 
Although some pending issues still remain, the summarized amount of data and 
resources  generated  for  A. thaliana,  together  with  its  relative  straightforwardness, 
turned reverse genetics into the currently predominant used approach for determining 
gene‐function  relationships.  The  tremendous  amount  of  data  generated  by 
cooperation  projects  and  additional  global  independent  research  led  to  the 
enlargement of currently available web‐based portals directed to Arabidopsis research. 
A  short  overview  on  the  various  bioinformatic  resources  with  valuable  application 
facing the reverse genetics approach is subsequently performed. Not pretending to be 






Information  Resource  (TAIR).  Genetic,  physiological  and  biochemical  information 










Another  general  resource  generated  in  the  post‐genome  era,  the  MIPS 
Arabidopsis thaliana Database (MAtDB), was originally intended as a repository for the 
sequence  data  collected  by  the  genome  sequencing  initiative  (Schoof  et  al.  2002). 





knowledge  database,  gathering  genome  sequence,  several  datasets  and  advanced 
tools to search and analyze the information. Besides  its  importance as an Arabidopsis 
tool,  MAtDB  also  assists  in  the  transmission  of  knowledge  to  other  species  by 
annotation alignments, thus enhancing the significance of Arabidopsis data. 
Although  bioinformatic  resources  are  powerful  ways  of  getting  useful 
information  on  Arabidopsis  gene  function,  they  still  present  several  limitations 
(reviewed by Rhee et al. 2006). Datasets generated by separate laboratories are often 
not  easy  to  integrate  due  to  the  diversity  of  data  formats  and  protocols,  growing 
conditions and  inappropriate sample documentation, which slows down the progress 
on  biological  research.  As  an  attempt  to  incorporate  functional  genomics  efforts,  a 
pilot  project  has  been  developed  to  overcome  the  difficulties  of  fragmented, 
disseminated  and  multiplied  data.  Assembling  several  European  and  American 








NASC  stocks  include  characterized  ecotype  lines, mapping  populations  and  a  large 
number of  transgenic and knockout mutant  lines donated by  several  laboratories all 
over the world. In this group are also included the AGRIKOLA resources. Another major 
stock  center,  the  Arabidopsis  Biological  Resource  Center  (ABRC),  assembles  and 
provides  seeds  and  DNA  collections which  can  be  browsed  in  TAIR webpage.  In  a 
coordinated  activity,  these  stock  centers  separately  distribute  plant  resources  to 
Europe (NASC) and to North America (ABRC). 
The  Arabidopsis thaliana  Resource  Center  for  Genomics  from  the  Versailles 
Center at INRA have currently three collections available for the scientific community: 
a) a  collection of more  than 500 ecotypes; b) a  set of  independent T‐DNA  insertion 


















A  conclusive  evidence  of  biological  function  cannot  be  predicted  simply  by 
genome sequence or transcriptional regulation analysis. The experimental evidence is 
still needed.  Insertion mutant  analysis  is  considered  to be  an  improved  and  reliable 
way  to  give essential  clues  to  the  function of  the disrupted  gene.  In  the process of 
generating tools for reverse genetics research, several collections of mutant lines were 
made  available  to  the  scientific  community.  Tools  for  searching  the  localization  and 
sequences of the mapped insertion sites in the majority of the assembled mutant lines 
are freely available in ATIDB (Pan et al. 2003) and SIGnAL T‐DNA Express (Alonso et al. 
2003).  Using  these  resources,  biologists  can  select  the mutant  line  of  interest  and 
subsequently  order  the  corresponding  seeds  stock  using  the  suitable  links  to  stock 
centers.  As  mutant  seeds  are  often  provided  as  a  genotypically  heterogeneous 
population, specific selection of homozygous mutant lines has to be achieved prior to 
subsequent  functional  analysis.  In  order  to  facilitate  this  task,  the  SIGnAL  T‐DNA 
Express platform also allows  the use of an efficient  tool  for primers designing. Using 
the SIGnAL T‐DNA Primer Design website, PCR primers sequence, PCR conditions and 
expected  fragment  size  could  be  determined.  As  described  in  the  T‐DNA  Primer 
manual,  genotypic  screening  of  mutant  seeds  can  be  achieved  by  analysis  of  the 






Recently, RNAi  has  been  gradually  introduced  as  an  alternative  technique  to 




controlled,  so  that genes  that are essential will only be  silenced at chosen  stages of 
growth  or  in  chosen  plant  tissues  (Matthew  2004).  The  AGRIKOLA  consortium 
developed  several  RNAi  constructs  for  the  large‐scale  systematic  RNAi  silencing  of 
Arabidopsis genes (Hilson et al. 2004). The gene‐specific sequence tags (GST) used for 
producing  such  RNAi  constructs  had  been  designed  by  the  CATMA  project,  which 
aimed  to  design  and  produce  high  quality  GSTs  covering  most  of  the  Arabidopsis 
genome. This kind of  targeted mutagenesis will complement  the numerous  insertion 
mutant  collections  and  also  generate  allelic  series  that  represent  different  levels  of 






higher  informative  levels  that  could  assist  in  the  elucidation  of  gene  function.  A 
complementary or alternative approach  for  functional discovery  is the analysis of co‐
regulated genes. The function of certain genes related to a particular pathway could be 
inferred  by  their  co‐expression  to  already  characterized  genes  of  a  known  pathway 
(reviewed by Saito et al. 2007). A successful example of the potential of this strategy 




2009).  Another  co‐expression  database,  the  A. thaliana  Co‐Response  Database 
included  in  the  Comprehensive  Systems‐Biology  Database  (AthCoR@CSB.DB),  was 









and AtTFDB  for  transcription  factors), both providing  the essential  software  tools on 
A. thaliana  transcription  factors  and  their  putative  binding  sites  for  all  genes.  This 
resource  is  of  great  help  for  identifying  the  associated  transcriptional  regulatory 
networks. 
A  great  number  of  other  databases  and  tools  are  currently  available  for 
supplementary  functional data, and this number  is growing day‐by‐day. For example, 
studies on plant membrane proteins can make use of ARAMEMNON (Schwacke et al. 
2003).  This  database  includes  data  concerning  protein  description,  prediction  for 
transmembrane  spanning proteins  and membrane‐anchored proteins  and prediction 
of their subcellular  location (chloroplast, mitochondrion or secretory pathways). Also, 
in  a  pilot  project  that  is  still  in  progress,  the  subcellular  localization  of  various 
Arabidopsis gene products  is being  studied by  the AZTEC project  (Li et al. 2006). By 
using  a  newly  developed  high‐throughput  fluorescent  tagging  of  proteins,  the 










microarray  experiments worldwide,  established  the  need  to  generate  databases  to 
accumulate  this  information.  Currently,  NASCArrays  (Craigon  et  al.  2004)  and 
ArrayExpress  (Parkinson  et  al.  2007)  are  the  major  repositories  for  the  created 








transcript  levels  of  A. thaliana  major  organs,  development  stages  as  well  as  in 
response to diverse stimuli: chemical, abiotic and biotic. ArrayExpress stores functional 
genomic data  in  two  independent components  specialized  for distinct purposes:  the 
ArrayExpress  Repository  that  archives  microarray  data  and  the  ArrayExpress  Data 
Warehouse, which  is  a  database of  gene  expression profiles.  The data  incorporated 
both  in NASCArrays and ArrayExpress are MIAME‐compliant, which means  that data 
from diverse experiments can be easily interpreted and statistically comparable by the 
use  of  standard  descriptions  of  experimental  conditions  (Brazma  et  al.  2001). Data 
submitted into the databases is easily accessible by simple keyword searching and data 
mining  tools. As microarray data are  freely available  for download,  these web‐based 
tools become a powerful resource for gene discovery and functional research. 
Simultaneous to the creation of expression databases, a number of associated 




easily  interpretable  results  (Zimmermann  et  al.  2004;  Zimmermann  et  al.  2005). An 
updated  Java‐based  version  of Genevestigator  provides  improved  querying  features 
and  includes  the  following  tool  sets:  Meta‐profile  analysis,  Biomarker  search, 
Clustering analysis and Pathway projector (Hruz et al. 2008). The Meta‐profile analysis 
tool set facilitates the visualization of transcriptional differences in the context of plant 
organs and  tissues, growth  stages and  stressing conditions. Results can be displayed 
for  one  particular  gene  or  entire  gene  families.  Additionally  to  these  features,  the 
Botany  Array  Resource  (BAR)  provides  an  extra  set  of  tools,  such  as  hierarchical 
clustering, the ability to automatically calculate the averages and reasons of treatment 
against  control  samples  and  sophisticated  tools  for detection of  co‐expressed  genes 
and cis‐elements on  the promoter of a  specific gene  (Toufighi et al. 2005). Also,  the 
possibility to analyze large data sets or predict subcellular localizations with quite easy‐
understandable  representations  is available  in BAR using eFP Browser  (Winter et al. 
2007). A more specific database directed particularly for Arabidopsis root analysis was 














application  of  gene  expression  analysis  in  scientific  research,  functional  inferences 






























The  use  of  DNA  microarrays  analysis  has  progressively  become  the  most 
accepted method to detect, at the whole genome level, any transcriptional differences 
in  response  to  altered  conditions.  As  reviewed  by Wullschleger  and Difazio  (2003), 
several  research  projects  reported  the  successful  use  of  gene  expression  arrays  to 
detect  qualitative  differences  resulting  from  exposure  of  different  plant  species  to 
manipulated  temperature, water content and aluminium  levels. At  the moment,  the 
use of  gene  expression microarrays  analysis  is  frequently  found  in  the  literature.  In 
A. thaliana model  plant,  the  elucidation  of  stress  responses  at  a  genomic  level  has 
been  greatly  accomplished by  expression profile  analysis. Particularly,  several  genes 
playing  a  role  in wounding,  cold,  salt, drought  and heat  stresses were  identified by 
transcriptional  analysis  (Cheong  et  al.  2002;  Rizhsky  et  al.  2004; Oono  et  al.  2006; 
reviewed by Sreenivasulu et al. 2007; Swindell et al. 2007). 
In  this  work,  we  propose  a  straightforward  strategy,  supported  by  reverse 
genetics principles, for the identification of determinant genes for thermotolerance in 
A. thaliana.  By  using  the  expression  data  acquired  in  publicly  available microarray 
experiments, the identification of one or more putative heat stress determinant genes 







Data  access was  provided  by NASC  International Affymetrix  service  by  downloading 
significant  experiment  data  from NASCArrays  database. As  the  selection  of  putative 
determinant  genes  for  thermotolerance was pretended,  the heat  stress  time  course 











treatment  was  performed  for  6‐day‐old  cell  suspensions  using  the  same  sampling 
intervals. In this experiment, heat stress was imposed by immersion of culture flasks in 
a water bath. Controls  (shoots, roots and cell suspensions) were prepared  in parallel 
using  the  temperature of 25°C. Downloaded data  included  the expression signal and 
complete annotation of each gene, without data compression. 
Statistical data  treatment was performed  calculating  the  reason between  the 
expression  of  a  certain  gene  in  a  particular  condition  and  the  expression  in  the 
corresponding  control  (relative  expression).  However,  for  selection  of  potential 
thermotolerance determinants, genes were also sorted based on absolute expression, 
determined by the signal intensity of gene expression in pixel counts. Gene assortment 
was  performed  when  relative  expression  values  were  above  two  and  absolute 
expression values were higher than 500 pixels, as described by Moseiko et al. (2002). 
This analysis was performed  for each sampling time and the number of up‐regulated 
genes  assembling  these  attributes was plotted  against heat‐treatment  and  recovery 






(A)  and  cell  suspensions  (B).  The  data  was  obtained  from  the  heat  stress  time  course  experiment, 
included in the AtGenExpress abiotic stress series (Kilian et al. 2007). After 3 h of light treatment, 16‐day‐
old plants or 6‐day‐old cell suspensions were subjected to a heat stress of 38°C for 3 h  (highlighted  in 































































rapidly  increased  just  after  stress  onset  and  continued  to  rise  till  the  end  of  stress 
imposition  (3 h).  During  recovery  at  25°C,  the  number  of  genes  displaying  relative 
expression values above two rapidly dropped off. This variation in up‐regulated genes 
number was observed  for both  shoots  and  roots when  the  relative expression  level 











cell  suspensions.  The  expression  profiles  of  up‐regulated  genes  during  the  heat  stress  time  course 
experiment were analysed and genes with similar profiles were grouped together within classes. In this 










similar response profile was  found. A small number of genes  (50  in shoots and 17  in 
roots) was detected exclusively during  the  first hour of  stress  imposition  (class I).  In 
shoots and roots samples, the major number of up‐regulated genes was found during 
heat  stress  imposition. These genes  include  those only up‐regulated  late after  stress 
imposition  (class II)  or  during  the  overall  period  of  stress  (class IV).  In  contrast with 
heat stress induced genes, during the recovery period a smaller number of genes were 
up‐regulated. The majority was up‐regulated after the end of heat treatment (class III), 
but  few had already been up‐regulated  late during stress  treatment  (class V). Also, a 
number of genes displaying enhanced expression  levels  just after the heat  imposition 
maintained  the  high  expression  levels  during  the  all  time‐course  of  the  experiment 
(class VII).  The  strange  profile  of  class VI  genes was  only  depicted  by  an  irrelevant 
number of genes. 
The  physiological  response  of  plants  to  heat  stress  depends  on  the  initial 
perception of  temperature alteration  to  trigger  the  subsequent  transduction  signals. 
These  signals would  trigger  downstream  signaling  and  transcriptional  events, which 
activate mechanisms  to  recover  cellular homeostasis, often by modification of  gene 
expression (reviewed by Wahid et al. 2007). Under heat stress two different groups of 
genes  are  induced:  those  responsible  for  regulation  of  gene  expression  and  signal 
transduction  pathways  and  those  directly  related  with  protection  against  stress 
(reviewed  by  Kaur  and  Gupta  2005).  In  the  first  group  are  included  those  genes 
encoding  transcription  factors,  protein  kinases  and  phosphoinositide  metabolism 
enzymes,  which  are  triggered  after  the  initial  recognition  of  stress.  These  early 
response genes are normally  induced quickly and transiently and function to activate 
the delayed  response  genes presenting  a more  sustained expression.  In  this  second 
group of heat‐induced genes are  included  those encoding osmoprotectant enzymes, 
antifreeze proteins, chaperones and scavenging enzymes (reviewed by Kaur and Gupta 
2005). The  time  frame  induction of a particular gene can  thus reflect  the role of  the 
corresponding gene product in the response pathway. Accordingly, the early response 
genes  that were  activated  just  after  imposition  of  heat  stress  and  became  inactive  







regulatory networks  in all biological  samples  (∼25‐30% were unknown genes). These 
genes would probably be responsible for the initiation of stress response. The delayed 
response  genes  activated  later during  stress  imposition  (class II  and V  genes) would 
probably encode effector proteins, such as proteins  involved  in protection and repair 
of protein and membrane damage caused by stress and  in re‐establishing the cellular 
homeostasis.  Although  they  have  been  up‐regulated  during  the  first  hour  of  stress 
imposition,  class IV and VII genes might also encode  for effector proteins  since  they 
present a more sustained expression profile during stress treatment. Altogether, these 
genes  seem  to  be  responsible  for  thermotolerance.  Those  genes  highly  expressed 
during recovery (class III) would probably be late effector proteins. As protein products 











the  higher  sensibility  of  suspended  cells  in  sensing  temperature  heat  stress  when 
compared  to  cells  integrated  into  a  tissue  (shoots  and  roots).  Additionally,  cell 
suspensions  were  treated  by  immersion  into  a  water  bath,  which  enhances  heat 
transfer  to  the  cells,  in  opposition  to  the  whole  plant  treatment  applied  in  an 
incubator. 
In order to identify the genes that are more associated to the thermotolerance, 
the  genes  that were  up‐regulated  after  3 h  of  heat  imposition,  in  all  the  biological 
samples  (shoots,  roots and  cell  suspensions) were  selected  (Figure 3.5). Prior  to  this 
analysis, those genes  included  in mitochondrial or plastidial genomes were discarded 









suspensions.  The  data  was  obtained  from  the  heat  stress  time  course  experiment,  included  in  the 
AtGenExpress abiotic stress series (Kilian et al. 2007). After 3 h of  light treatment, 16‐day‐old plants or  




Expression  patterns  in  different  contexts  supported  the  selection  of  the  most 
determinant genes 
Previous  gene  expression  analysis  retrieved  an  extensive  list  of  putative 
thermotolerance‐associated  genes  (137  entries,  Table 3.2).  The  expression  pattern 
analysis  of  these  heat‐stressed  genes  in  response  to  diverse  stimulus  allowed  the 
detection  of  the  most  specific  heat  responsive  transcripts.  Using  the  Expression 




Data  Metaformatter.  The  data  was  clustered  hierarchically  using  an  uncentered 
correlation  similarity metric  (Pearson’s  correlation  coefficient)  and  average  linkage 




Further  analysis  involved  the  evaluation  of  the  gene  expression  levels  in 
response to additional stimulus, other than abiotic, which was performed  individually 
















Table 3.2  AGI  numbers  of  the  137  up‐regulated  genes  in  either A. thaliana shoots,  roots  or  cell 
suspensions  after  3 h  of  heat  stress  treatment  as  represented  in  Figure 3.5.  Those  genes  whose 
expression was not so strongly heat‐specific are highlighted in grey (results from Figures 3.6 and 3.7). 
  AGI
Chr 1  Chr 2  Chr 3  Chr 4  Chr 5 
At1g01940  At2g04030  At3g03270  At4g02920  At5g04410 
At1g03070  At2g04520  At3g07090  At4g02980  At5g04750 
At1g03860  At2g07671  At3g07150  At4g09150  At5g05410 
At1g07350  At2g07707  At3g07770  At4g10040  At5g06290 
At1g09140  At2g07711  At3g08590  At4g10250  At5g09590 
At1g10960  At2g07722  At3g08690  At4g11220  At5g10695 
At1g14360  At2g07723  At3g09350  At4g12400  At5g11680 
At1g16030  At2g07731  At3g09440  At4g14270  At5g12020 
At1g17870  At2g19310  At3g09640  At4g15420  At5g12030 
At1g20440  At2g20560  At3g10020  At4g16500  At5g12110 
At1g26800  At2g21130  At3g12050  At4g21320  At5g15450 
At1g29150  At2g25110  At3g12580  At4g21580  At5g20720 
At1g29260  At2g25140  At3g13470  At4g21810  At5g22060 
At1g30070  At2g26150  At3g13860  At4g22740  At5g25450 
At1g36730  At2g27580  At3g16050  At4g23493  At5g35320 
At1g52560  At2g28000  At3g17611  At4g24280  At5g37670 
At1g52870  At2g29450  At3g17800  At4g25130  At5g47830 
At1g53540  At2g29500  At3g23990  At4g25200  At5g48570 
At1g53730  At2g30000  At3g24100  At4g25340  At5g49910 
At1g54050  At2g32120  At3g24500  At4g26270  At5g52640 
At1g55530  At2g33590  At3g25230  At4g27670  At5g53400 
At1g56300  At2g34590  At3g44110  At4g29330  At5g53680 
At1g62740  At2g36460  At3g46230  At4g36990  At5g54940 
At1g64200  At2g41160  At3g51520  At4g39520  At5g56030 
At1g67360  At2g43630  At3g53230    At5g58070 
At1g68300  At2g46240  At3g57880    At5g59720 
At1g71000  At2g47180  At3g63310    At5g64510 
At1g72660        At5g66090 
At1g73480         
At1g74310         



















higher  specificity  towards  heat  stress,  by  manually  discarding  the  genes  whose 
responsiveness was common among stresses (highlighted  in grey  in Table 3.2). At the 
end,  43  genes  were  selected  as  putative  determinants  for  thermotolerance  in 





















Expression Browser  (electronic Northern  tool) of BAR. AGI number and cluster  tree with co‐regulated 
genes  grouped  together  are  displayed  on  the  right. Numbers  indicate  the  considered  gene  clusters. 


















Figure 3.7.  Expression  profile  of 
A. thaliana  genes  (up‐regulated  in 
either shoots,  roots or cell suspensions 
after  3 h  of  heat  stress  treatment)  in 
response  to different external biotic or 
abiotic  stimuli,  according  to  the Meta‐
profile  analysis  (Stimulus  tool)  of 
Genevestigator.  Results  are  given  as 




means  the  opposite.  This  analysis was 
performed for the 137 genes grouped in 
13  clusters, according  to  the electronic 
Northern  presented  in  Figure 3.6.  Co‐
regulation cluster and AGI numbers are 
displayed  on  the  top.  Treatments  are 
indicated  on  the  left,  where  heat 
treatments are highlighted in red.  
 



























biotic  or  abiotic  stimuli  according  to 
the  Meta‐profile  analysis  (Stimulus 
tool)  of  Genevestigator.  Results  are 
given  as  heat  maps  in  red/green 
coding.  Red  indicates  that  the  signal 
intensity  of  the  treatment  is  higher 
than  signal  intensity  of  the 
corresponding  control,  and  green 
means  the  opposite.  AGI  number  is 
displayed  on  the  top.  Treatments  are 




























In  order  to  get  more  information  about  selected  genes,  the  Anatomy  and 
Development  tools  (Meta‐profile  analysis  tool  set,  Genevestigator)  were  used  for 
determining on which organs or  tissues  and  at which development  stage  the  genes 








in blue/white coding (average expression  levels),  in which blue  intensity  indicates the expression  level. 















The  selected  43  heat‐stress  specific  genes were  analyzed  according  to  their 
functional  classification using Gene Ontology  (Ashburner  et al.  2000).  The predicted 























Abiotic Stress Response       
At2g19310² 
[similar to HSP18.2 At5g59720.1 [Arabidopsis thaliana]; 



















































































































































de  la  Fuente  van  Bentem 
et al. (2006) 
Proton Transport       
At2g07671¹ 
[H+‐transporting  two‐sector  ATPase,  C  subunit  family 
protein] 
Membrane  ATPase activity  Kamauchi et al. (2005) 






























































[Identical  to  uncharacterized  mitochondrial  protein 
AtMg00170/AtMg00620  [Arabidopsis thaliana];  similar 




[pseudogene,  similar  to  NADH‐ubiquinone 
oxidoreductase chain 6] 
‐  ‐  Cartieaux et al. (2003) 
       





       
       








[Identical  to  uncharacterized  protein 
At1g07170/At2g30000  [Arabidopsis thaliana];  similar 








































[similar  to  unknown  protein  At1g03340.1 







[Protein  containing  PAM2  motif  which  mediates 



































[similar  to  Os09g0541700  [Oryza  sativa  (japonica 














published  literature  as  sources,  whereas  other  annotations  are  based  upon 
computational methods.   Functional annotations are described using  the specific GO 
terms,  according  to  a)  biological  process,  b)  cellular  component  and  c)  molecular 
function. A gene product might be associated with or  located  in one or more cellular 
components;  it  could be  active  in one or more biological processes, during which  it 
performs  one  or more molecular  functions.  Despite  the majority  of  selected  heat‐
stress  specific genes do not have predicted  functional  information, a broad  range of 
functional categories are still present (Figure 3.11). According to the biological process, 
many of the selected genes appear to be strongly implicated in stress response (eight 
genes),  six  of  which  have  already  been  associated  to  heat  stress  responses 
(Figure 3.11A,  Table 3.3).  Additionally,  other  eight  genes  have  a  particular  role  in 
protein  metabolism  (mainly  in  protein  folding),  which  is  widely  known  to  be  an 
important  adaptive  mechanism  that  protects  cells  from  the  effects  of  heat  stress 
(reviewed by Wahid et al. 2007). The  increased production and accumulation of heat 
shock  proteins  along with  other  heat  inducible  proteins  have  been  observed  under 
elevated  temperature  in many studies. Although  the mechanism of heat  tolerance  is 
still unclear, these proteins appear to enhance tolerance by insuring the proper folding 
of new and denatured proteins under heat stress allowing them to function properly. 
They  could  also  be  involved  in  transporting  proteins  through  cell  compartments  or 
removal  of  undesired  proteins  through  proteolysis.  Concerning  the  subcellular 


























































included  in diverse  cellular  component  categories  (nucleus, mitochondrion,  apoplast 
and cell wall). However, the majority of the genes do not seem to be associated to a 
known  biological  process  or  a  cellular  component.  According  to  the  molecular 
function,  although  a  great  part  of  the  selected  genes  does  not  have  predictable 
information,  the majority  of  the  selected  genes  display  binding  capacity  to  a wide 




In order  to determine  the actual  state‐of‐the‐art of each  selected heat‐stress 
associated gene, a literature search in TAIR was performed (Table 3.3). The preference 
for performing  further  studies on  functional characterization was given  to  the genes 
with no available information on gene/protein function and whose implication in heat 
stress response has not been  investigated yet  (30 genes, Table 3.3). From these, two 
genes  were  selected:  HZF  (At1g26800)  that  encodes  a  putative  zinc  finger  family 
protein  (C3HC4‐type  RING  finger)  and  HRR  (At5g53680)  that  encodes  a  putative 
protein containing a RNA recognition motif (RRM). HZF gene product was only referred 
in  a  single  study  concerning  analysis  of  the  Arabidopsis  proteome,  in  which  387 
proteins containing RING‐finger domains were  identified (Kosarev et al. 2002).  In this 
study,  cluster  analysis  of  the  RING  domains  according  to  their  metal‐ligand 
arrangement defined groups of proteins, which  frequently show  significant  similarity 
outside  the  RING  domain. A  common  evolutionary  origin  and  potential  overlapping 
functionality of group members was then suggested. For the HRR gene no significant 
relevant publication was found. 
Using  the  previously  accessed microarray  data  (heat  stress  time  course  experiment, 
included  in  the AtGenExpress abiotic stress series)  the expression  response profile of 
each  gene  was  determined  (Figure 3.12).  For  both  genes,  an  induction  of  gene 
expression was  observed  just  after  heat  stress  imposition.  This was  observed  in  all 
biological samples (shoots, roots and cell suspensions). The expression profile of both 
genes in cell suspension was very similar. The maximal expression levels were detected 


















The HZF  gene  presented  a  typical  early  response  profile, both  in  shoots  and 
roots,  reaching  its  maximal  expression  level  1 h  after  heat  stress  imposition  and 
decreasing  afterwards  (Figure 3.12A).  This  profile  was  mainly  evident  in  shoots, 








than  two‐fold  significant  increase  in  gene  expression  was  only  detected  3 h  after 
treatment (a typical class II responsive gene, Figure 3.4).  In roots, significant gene up‐
SHOOTS







































































































significant  expression  levels  until  the  end  of  the  treatment  (a  typical  class VII 
responsive gene, Figure 3.4). In opposition to HZF gene, the induction of HRR gene was 
much stronger in roots, where it can play a functional role. 






highest  correlation  values,  the  majority  encode  transcription  factors  (four  genes). 
Additionally,  one  putative  kinase  and  one  putative  heat  shock  protein  are  also  co‐
regulated with HZF gene. As already mentioned, the initiation of heat stress response 
depends on  the action of  transcription  factors, protein kinases and phosphoinositide 
metabolism  enzymes  (reviewed  by  Kaur  and  Gupta  2005).  The  results  provided  by 
ATTED‐II database thus suggest the implication of HZF gene in the initial phase of heat 




























































































high  correlation  values.  Concerning  HRR  co‐expressed  genes,  a  variety  of  different 
transcripts appear to have their expression correlated with this gene. It is important to 
notice that both genes, but mostly HZF, showed co‐expression with various heat shock 
transcription  factors, already established  to have essential  roles  in  the  regulation of 
gene expression under heat stress  (reviewed by Von Koskull‐Döring et al. 2007). This 
fact  reveals  the  efficiency  of  the  strategy  in  identifying  genes  determinant  for  heat 
responses.  
Additional  gene  information,  as  promoter  sequences  and  putative  cis‐acting 









of  small  grey  squares  (Figure 3.13)  and  a  table  list  with  the  description  of  each 
predicted binding site with their  localization  in the genome, sequence and presumed 
associated transcription factor family (Table 3.6). The predicted regulatory elements of 
both  genes  are  located upstream  from  the  transcription  start  site  (Figure 3.13). The 






Figure 3.13. Graphic  representation  of  the  regulatory  regions  of  HZF  (A)  and  HRR  (B)  promoter.  An 
overview of  gene  localization  in  the  genome  is highlighted  in blue. Predicted  cis‐acting elements are 
represented by grey boxes and the position of the transcription start site is indicated by a small arrow. 
Detailed  information  of  gene  binding  sites  is  described  in  Table 3.6.  Image was  acquired  using  the 
AtcisDB displayed by AGRIS resource. 
 














































































































heat‐specific genes  (Schöffl et al. 1998),  in particular  in heat shock proteins, was not 
detected. 
According  to  Rombauts  et  al.  (2003),  genes  that  are  similarly  expressed  in 
response  to  a  given, unique  stress might be  coordinately  regulated by  common  cis‐ 
elements. By analysing  the predicted  regulatory  regions of HZF and HRR genes, only 





et al. 2004), no  relation  to heat  stress has been established yet. The  Ibox promoter 
motif  is a  six‐bp  sequence  (gataag) present  in  the promoter of many  light‐regulated 
genes  (Giuliano et al. 1988). Also, no  involvement  in the regulation of heat response 
has been reported yet for this binding site. 
Another  valuable  tool  for  functional  genomics  studies  is provided by BAR,  in 
which  the  subcellular  protein  product  localization  can  be  predicted  by  creating 
electronic  fluorescent pictographic  representations of our genes of  interest. The HZF 
gene product  is  strongly predicted  to be  localized  in  the  cell nucleus  (Figure 3.14A). 
HRR protein  is also  localized  in  the nucleus  (Figure 3.14B), although  in  this particular 
case  with  a  lower  confidence  score.  For  this  gene,  a minimum  confidence  scored 
prediction is also achieved for cytosol. 
  















was  firstly  based  on  the  identification  of  differentially  expressed  genes  under  heat 
stressing  conditions  by  using  publicly  available  microarray  data.  The  efficiency  of 
AtGenExpress datasets  for  the  identification of heat shock proteins and  transcription 
factors specifically  involved  in the heat response pathway has been recently reported 
(Swindell et al. 2007). A significant number of other differentially expressed transcripts 
detected after heat  treatment provided also helpful  information  to understand heat 




selection  of  two  genes  putatively  involved  in  thermotolerance  (HZF  and  HRR). 
According to the present knowledge of the heat shock response (reviewed by Kaur and 
Gupta 2005), and regarding the gene  information available, both genes could encode 
effector  proteins  involved  in  re‐establishing  the  cellular  homeostasis  or  in  the 
protection  of  proteins  and  membranes  against  heat  stress,  although  in  different 
periods of the process. Relevant information for the potential heat determinant genes 
HZF and HRR was collected, and would be subsequently used for the comprehension of 
their  gene  function  and  association  with  the  heat  stress  response  in  Arabidopsis 
(Chapter 5). 
The co‐expressed genes network of HZF and HRR provided the first sign of the 
effectiveness  of  the  strategy,  since  both  genes were  connected with  genes  already 
implicated  in the regulation of heat responses (e.g., HSFA2) (Schramm et al. 2006). A 
conclusive  evidence  of  the  success  of  this  strategy  will  be  accomplished  after 
establishing a heat‐associated phenotype response in loss‐of‐function mutants on HZF 
gene  and  further  characterization  of  these  genes  (Chapter 5).  The  used  outlined 
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Expression profile of  those A. thaliana  selected genes  that display  less heat  specificity  in  response  to 
different  external  biotic  or  abiotic  stimuli,  according  to  the Meta‐profile  analysis  (Stimulus  tool)  of 
Genevestigator.  Results  are  given  as  heat maps  in  red/green  coding.  Red  indicates  that  the  signal 
intensity of the treatment is higher than signal intensity of the corresponding control, and green means 

































































Phenotypic  characterization  of  Arabidopsis thaliana  knockout  mutants  can  be  an 
arduous  and  unpredictable  task  which  often  involves  the  analysis  of  multiple  phenotypic 
parameters. In particular, Arabidopsis thermotolerance has been evaluated by several groups 
based  on  direct  assessments  like  germination  rate,  seedling  survival,  hypocotyl  and  root 
elongation  or  indirect  measurements  as  chlorophyll  and  TBARS  accumulation.  A 
comprehensive  examination  of  the  literature  reveals  that  the  evaluation  of  heat  effects  on 
germination  and  seedling  survival  are  the  most  common.  In  an  attempt  to  simplify  the 
detection of heat‐associated phenotypes,  a  valuable  collection of protocols  to be used  in  a 
primary  approach  is  proposed.  Temperatures  and  lengths  of  treatment were  combined  to 
develop  several  thermotolerance  assays  to  be  used  at  seed  and  7‐day‐old  seedlings. 
Characterization of basal and acquired thermotolerance  in wild‐type Col‐0 and Ws plants was 
initially performed to predetermine the finest assay conditions. Using the outlined protocols, 




KEYWORDS  Acclimation  ∙  Acquired  thermotolerance  ∙  Arabidopsis thaliana  ∙  Basal  thermotolerance  ∙ 
Germination ∙ Phenotype ∙ Seedling survival 
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protein  ∙  LST50:  temperature  at which  there  is  50%  of  surviving  seedlings  (lethal  survival  temperature)  ∙  LSt50: 
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Facing  up  to  the  new  challenge  of  large‐scale  discovery  of  gene  function  in 
Arabidopsis thaliana,  plant  biology  community  has  been  presently  focused  on  the 
improvement of  reverse  genetics methodologies  and  tools. One of  the most  critical 
steps in a reverse approach is to determine if a given mutation results in a phenotype 
distinct from the wild‐type, which could give new insights on the function of that gene 
(Feng  and Mundy  2006).  Searching  for  a  noticeable  phenotype  can  be  an  arduous 
process often hindered by gene redundancy or subtle imperceptible changes in growth 
or development  (Bouché  and Bouchez 2001).  The high‐throughput determination of 
gene  function  led Boyes et al.  (2001)  to develop a sensitive and dynamic method  to 
detect  and  interpret  phenotypic  alterations  over  the  entire  development  of 
Arabidopsis  plants.  Based  on  defined  stages  of  development  and  their  associated 
traits,  two  complementary  platforms  were  created:  one  directed  for  analysis  of 
seedling growth on vertical plates and the other  for characterization of plant growth 
on soil. Although highly helpful for phenotypic analysis of mutations that led to altered 
timing  of  development,  this  extensive  temporal  analysis  could  be  circumvented  if 
significant morphological changes can be easily  identified. However, the detection of 
morphological differences is often clearly dependent on the application of a particular 






yet.  As  a  consequence,  distinct  assays  and  conditions  have  been  used  by  different 
laboratories  (Table 4.1). The use of  such different  in  vitro  conditions  could  alter  the 
severity  of  the  stress  and  consequently  have  implications  in  the  detection  of  the 










A  simple  basic  query  a  researcher may  face  when  setting  up  a  phenotypic 
analysis experiment  is the temperature that should be used. This  is often dependent 
on  the  length  of  treatment,  since  longer  heat  stresses  at  lower  temperatures  can 
produce  similar  effects  as  short  treatments  under  higher  temperatures.  An 
examination over  the published phenotypic  studies associated with  thermotolerance 
reveals that a stress treatment close to 45°C  is preferentially used by researchers for 
detection of fitness alterations (Hong and Vierling 2000; Hong and Vierling 2001; Hong 







































































2007;  Larkindale  and  Vierling  2008).  In  these  reports,  the  duration  of  the  heat 
treatment was highly variable under the range of 15 to 220 min. However, the reason 
why  this  temperature  is  the most  commonly  applied  is  not  completely  understood, 
since  no  exhaustive  assessment  of  thermotolerance  in  Arabidopsis wild‐type  plants 
was performed until now. 
The  type  of  thermotolerance  involved  (basal  or  acquired)  and  the  way  of 
shifting  temperature  (instantly  or  gradually)  must  be  also  considered  for  the 




thermotolerance  is  clearly  distinct  from  basal  thermotolerance, which  refers  to  the 
innate  ability  of  plants  to  survive  exposure  to  temperatures  above  the  optimal  for 
growth  (Larkindale  et  al.  2005b). Using  in  vitro  assays,  the  acclimation  treatment  is 
usually performed at a moderate  temperature around 38°C  for 60‐90 min  (Hong and 
Vierling  2000;  Hong  and  Vierling  2001;  Hong  et  al.  2003;  Larkindale  et  al.  2005a; 







in multiple ways  to  establish  the  phenotypic  assay.  For  example,  in  a  recent  study 
performed by Larkindale and Vierling (2008), plants subjected to a severe heat stress 
treatment, either without acclimation or using two distinct acclimation treatments (by 
a  gradual  or  a  step‐wise  increasing  in  temperature)  displayed  different  degrees  of 
seedling  survival.  As  demonstrated  by  Charng  et  al.  (2007),  the  duration  of  the 





displayed  less  tolerance  to  severe  heat  challenge  than  the  wild‐type  after  using 
extended recovery periods (Charng et al. 2007). 
Along  with  the  many  interacting  factors  that  can  be  introduced  into  the 
experimental  design,  the  detection  of  phenotypic  alterations  can  be  assessed  using 
different  parameters.  The  most  frequent  are  the  evaluation  of  seedling  survival, 
germination  rate  and  hypocotyl/root  elongation.  But  others,  like  accumulation  of 
chlorophyll  or  TBARS,  assessment  of  membrane  permeability  by  ion  leakage  and 
activity  of  a  reporter  enzyme  are  also  found  in  the  literature  (Table 4.1).  Another 
aspect  to  be  considered, which  is  frequently  underestimated,  is  the  time  point  for 
determining  plant  traits.  Even  for  similar  morphological  assessments,  some 
researchers obtain the results a  few days after heat treatment, while others wait  for 
several days. Therefore,  it  is significantly  important to perform a time‐course analysis 
of the phenotypic traits in question, which can reveal a phenotype per se, to facilitate 
the discovery of masked alterations between mutant and wild‐type plants. 
The growth  stage of  the  treated plant also  interferes with  the  recognition of 
phenotypic alterations. While the analysis performed in seeds is regularly restricted to 
germination rate evaluation, different assessments could be achieved both in early (2.5 





day‐old  seedlings,  respectively), whereas  7  and  25‐day‐old  seedlings were  used  for 
evaluating  viability.  The  extent  of  oxidative  damage was  also  assessed  in  7‐day‐old 
plantlets,  without  or  following  an  acclimation  treatment,  as  a  measure  of  heat 












detection  of  heat‐associated  mutants,  it  is  necessary  to  assess  firstly  the 
thermotolerance  features  in  Arabidopsis  wild‐type  plants.  Motivated  by  the  same 
purpose,  Burke  et  al.  (2000)  characterized  the  acquired  thermotolerance  in  Col‐0 
seedlings by chlorophyll accumulation assays. However, to our knowledge there  is no 
study  that  characterizes  the  temperature  response  of  Arabidopsis  based  on  the 
assessment of germination and seedling survival  traits. At which  temperatures seeds 
fail to germinate, what are the temperatures that cause stress in seedlings, what is the 
best pre‐conditioning  treatment  (temperature,  time  length  and  recovery period)  for 
revealing  the  acquired  thermotolerance,  are  some  of  the  questions  that  had  to  be 
answered prior to the phenotypic analysis. It was our aim to develop a protocol for the 
characterization of  the  temperature  responses  in wild‐type  seeds and  seedlings. The 
analysis of Arabidopsis basal  responses was performed varying  the  temperature and 
length  of  treatment  and  evaluated  by  germination  and  seedling  survival.  Acquired 
thermotolerance was also characterized by analysis of seedling survival after different 
acclimation  temperatures.  The  protocols  described  here  provide  a  comprehensive 
primary  approach  for  identifying  and  interpreting  phenotypic  differences  of  heat‐






















Wild‐type  seeds  of  Arabidopsis thaliana  ecotypes  Columbia  (Col‐0)  and 
Wassilewskija  (Ws)  were  ordered  from  the  public  stock  center  NASC 
(http://arabidopsis.info/; Scholl et al. 2000). For  testing  the  thermotolerance assays, 
seeds  from  two  distinct  insertion  T‐DNA  lines were  used.  The  homozygous mutant 
seeds of hot1‐3 (Hong and Vierling 2001) and atrbohD (Torres et al. 2002) were gently 
provided  by  E. Vierling  (Department  of  Biochemistry  &  Molecular  Biophysics, 
University  of  Arizona,  USA)  and M. A. Torres  (Department  of  Biology,  University  of 




A. thaliana  seeds  of  each  previously  mentioned  line  were  stratified  by 
immersion in water and incubation at 4°C for 3 days. Surface‐sterilization was initiated 
by soaking seeds in 1 ml of 70% (v/v) ethanol for 5 min. Ethanol was replaced by 1 ml 
of  bleach  solution  [20% (v/v)  commercial  bleach with  3.5% (w/v)  effective  chloride; 
0.1% (v/v)  Tween‐20]  and  seeds  were  further  incubated  for  10 min.  Occasional 
vortexing was performed during  incubations. Subsequent washes with 1 ml of sterile 
distilled  water  were  performed  for  5  times  to  rinse  out  the  bleach  solution.  For 
appropriate discarding of solutions, seeds were retained in the bottom of the tube by 
centrifugation at 10,000 g for 1 min (Centrifuge 5415C, Eppendorf). Finally, seeds were 
resuspended  in  a  sterile  0.08% (w/v)  agarose  solution  and  sprinkled  one‐by‐one  in 
Murashige and Skoog  (MS) medium  (Murashige and Skoog 1962) containing 1x basal 
salt mixture (Duchefa), 1.5% (w/v) sucrose, 0.5 g.l‐1 MES and 0.8% (w/v) agar at pH 5.7. 
The  plates  were  sealed  with  parafilm  to  prevent  desiccation  and  placed  vertically 











Ten‐day‐old  seedlings  of  wild‐type  (Col‐0  and  Ws)  and  mutant  (hot1  and 
atrbohD)  lines,  germinated  at  the  same  time,  were  transferred  into  a  soaked  4:1 
mixture  of  soil  (Siro)  and  vermiculite  (Asfaltex)  to  achieve  synchronized  seed 
production for effective phenotypic assays. The pots were covered with plastic wrap to 
keep humidity and to allow plantlets acclimation and were maintained  in the growth 









sterilization  as described  above. Previously  sterilized  seeds of wild‐type  and mutant 
lines were heat‐stressed,  immediately  after  removal  from  4°C,  by  immersion  of  the 
corresponding microtubes  into  a  temperature‐controlled water  bath.  Two  different 
assays were performed: a) by altering the extent of heat stress treatment (15‐300 min) 
in a constant temperature of 50°C, and b) by incubating at different temperatures (38‐
56°C)  for 60 min. Subsequently,  the  seeds were plated and allowed  to germinate as 
referred above. After 2‐3 days, the number of seeds showing radicle emergence was 
counted every day over a total period of 9‐11 days. Photographs were taken at the end 
of  the  assay.  The  percentage  of  germination  was  determined  as  a  function  of 
untreated  seeds  germinated  from  the  same wild‐type/mutant  line. Mean  and  SEM 




Seven‐day‐old  seedlings  of  wild‐type  and  mutant  lines  were  obtained  as 
described above. Heat treatments were performed by submersion of the sealed plates 





b)  by  incubating  at  different  temperatures  (40‐50°C)  for  20 min  and  c)  by  pre‐
incubating  the  seedlings  at  different  temperatures  (30‐40°C)  for  60 min  with 
subsequent recovery at 23°C for 120 min, and then heat‐treating the seedlings by plate 
submersion at 45°C for 20 min. At the end of all thermotolerance assays, the seedlings 
were  returned  to  the  growth  room  immediately  after  treatment  and  allowed  to 
recover  for  6  days.  The  plates were  then  photographed  and  the  number  of  viable 
































  The  assessment  of  basal  thermotolerance  was  performed  in  wild‐type 





In  vitro  seed germination  is dependent on well‐defined assay  conditions,  like 
the growth medium, availability of water and oxygen,  light quality and  temperature 
conditions (Bove et al. 2001). Maintaining the  incubation medium, water, oxygen and 





radicle  was  observable.  The  time‐course  evaluation  of  the  number  of  germinated 
seeds allowed  to notice a germination delay caused by  longer periods of heat stress 
(Figure 4.1A). The maximal germination in the untreated seeds was nearly achieved 2‐4 
days  after heat  stress, whereas  the heat‐stressed  seeds  required distinct periods  to 
accomplish  it, which were  dependent  on  the  duration  of  treatment.  Therefore,  for 
detecting germination alterations upon heat  treatment  care  should be  taken on  the 
assessment moment. 
Considering the data obtained after 10 days of heat treatment and seed plating, 





values  (∼10%)  after  treatment  for  120 min.  Between  both  wild‐type  ecotypes 
















incubations  between  0  and  120 min  produced  a  more  moderate  reduction  in  the 
germination  rate. This  is clearly  illustrated by  the higher Lt50 displayed by Ws  seeds, 
determined after 10 days of seed plating, which was found to be about 60 min. In Col‐0 






(Figure 4.3). An  incubation of 60 min was used  for each assay, due  to  the previously 
detected moderate effect on the germination rate upon treatment at 50°C (Figure 4.1). 
As  already  noticed  for  the  germination  ability  upon  heat‐treatment  (50°C)  during 
different  periods  (Figure 4.1A),  the  time‐course  evaluation  of  the  number  of 
germinated  seeds  allowed  to  notice  a  germination  delay  caused  by  the  higher   















































































                        A                              B   
                   
Figure 4.2. Germination assay used for determining basal thermotolerance of Col‐0 (A) and Ws (B) wild‐
type  seeds.  Seeds were  heat‐treated  (50°C)  during  increasing  periods  of  treatment  (15‐300 min)  as 
described in Figure 4.1 and photographs were taken 10 days after heat stress. 
 
temperatures  used  for  heat  stress  imposition  (Figure 4.3A).  This  was  particularly 
evident during the first 2‐5 days upon heat treatment for temperatures that strongly 




assay with  increasing  temperatures  of  treatment.  After  stratification  at  4°C,  seeds were  treated  at 
different  temperatures  (38‐56°C)  for  60 min  and  subsequently  plated  in  MS  agar.  The  number  of 
germinated seeds was determined every day (following a period of 2‐3 days) until 10‐11 days upon heat 



















































































challenging  temperatures  below  44°C  to  Col‐0  seeds  and  47°C  to Ws  seeds  did  not 
strongly  affect  their  germination  (Figure 4.3B).  Above  these  temperatures,  a  drastic 
reduction of germination rates was observed for both ecotype seeds. Similarly to the 
previous assay, significant germination decline was considered to occur for those heat 






The  evaluation  of  basal  thermotolerance  by  seed  germination  assay  with 
variable heat  treatment periods will  allow  to easily distinguish  germination  capacity 
alterations.  If using  a  seed  germination  assay with  increasing  temperatures,  a  slight 
increase in the temperature (in the range of 3°C) will generate a so dramatic reduction 
on  germination  rate  that  will  probably  hinder  even  the  small  differences  in  the 
germination  ability.  The  detection  of  germination  alterations  in  Arabidopsis  seeds 
under heat stress would be then facilitated by the use of variable periods of treatment. 
The  application  of  some  of  the  previous  experimental  conditions  to  seeds, 
besides  reducing  the  final  germination  rate,  also  delayed  the  occurrence  of 
 















stability,  level  of metabolites  and  reactive  oxygen  species  (ROS),  along  with  other 
responses may be adversely affected by heat stress (reviewed by Wahid et al. 2007). 
The  failure of  these processes ultimately may  lead  to growth  impairment and visible 
morphological alterations, generally manifested by the loss of green color in leaves. As 
suggested by Larkindale and Knight  (2002),  the bleaching  that occurs  in heat‐treated 
(40°C, 1 h) Arabidopsis plants, after a recovery period  in the  light (3 days), may result 
from the oxidative damage  indirectly caused by the breakdown of the photosynthetic 





were  employed  to  evaluate  basal  thermotolerance  in  7‐day‐old wild‐type  seedlings 
(Col‐0  and  Ws).  The  effects  of  heat  treatment  duration  (5‐45 min,  at  45°C)  and 
treatment with different temperatures (40‐50°C, for 20 min) were determined by the 
percentage of surviving seedlings, after 6 days in recovery at 23°C. According to Hong 
and  Vierling  (2000),  seeds  normally  exhibit  higher  basal  thermotolerance  than  do 
completely  germinated  seedlings.  For  that  reason,  the unchanging  temperature  and 
duration of treatment were reduced to 45°C and 20 min, respectively. 
When different periods of 45°C  treatment  (5, 10, 15, 20, 25, 30  and 45 min) 
were  imposed,  the  tested  seedlings  started  to  display  heat  sensitivity  after  15 min  
(Col‐0)  or  20 min  (Ws)  (Figure 4.5).  For  longer  treatments,  the  number  of  viable 
seedlings  gradually  reduced  up  to  30 min  of  treatment,  when  almost  all  seedlings 









Figure 4.5. Assessment of basal  thermotolerance  in Col‐0  (A)  and Ws  (B) wild‐type  seedlings using  a 
seedling survival assay with increasing periods of heat treatment. Seven‐day‐old seedlings grown in MS 
agar were treated at 45°C for different periods (5‐45 min) followed by recovery at 23°C. The number of 
viable  seedlings  was  counted  6  days  after  heat  stress  and  plotted  as  a  percentage  of  survival. 




A  similar  basal  thermotolerance  response  was  obtained,  when  dissimilar 
temperatures  (40,  42.5,  45,  47.5  and  50°C)  of  treatment  were  applied  for  20 min 
(Figure 4.6). Seedlings (Col‐0 and Ws) did not display heat sensitivity up to 42.5°C‐heat 
stress.  But, when  seedlings were  treated  at  45°C  for  20 min  and  then  returned  to 
standard conditions at 23°C, a progressive bleaching was visible over 6 days in a large 
percentage  of  seedlings.  Although  both  ecotypes  were  significantly  affected,  Col‐0 
seedlings displayed the most severe reaction. Only 32% of the treated Col‐0 seedlings 
remained  viable,  against  56%  of  the Ws  ecotype.  Accordingly,  LST50  (lethal  survival 
temperature;  temperature  at which  the  survival  rate would  be  50%) was  lower  for  
Col‐0  (between  42.5  and  45°C) when  compared  to Ws  seedlings  (between  45  and 
47.5°C). These results are  in accordance with those from survival assays upon a 45°C‐  
 













































Figure 4.6. Assessment of basal  thermotolerance  in Col‐0  (A)  and Ws  (B) wild‐type  seedlings using  a 
seedling survival assay with increasing temperatures of treatment. Seven‐day‐old seedlings grown in MS 
agar were  treated  at different  temperatures  (40‐50°C)  for  20 min  followed by  recovery  at  23°C.  The 
number of viable seedlings was counted 6 days after heat stress and plotted as a percentage of survival. 




heat  treatment  for  different  periods,  in  which  Ws  also  displayed  more 
thermotolerance than Col‐0 (Figure 4.5). 
As verified  for germination assays,  increasing periods of  treatment revealed a 
more moderate decrease  in  survival of  treated  seedlings, as  compared  to  increasing 
temperatures of treatment. Therefore, variable periods of heat treatment seem to be 




A  conditioning  pre‐treatment  with moderate  temperatures  prior  to  a  lethal 
temperature treatment has been shown to partially  improve survival  in several plant 
species  (reviewed by Larkindale et al. 2005b). This phenomenon, known as acquired 









































thermotolerance,  enables  plants  to  withstand  excessively  high  temperatures  that 
would be damaging or  lethal without such acclimation treatment (Vierling 1991). The 
evaluation of acquired thermotolerance  in Arabidopsis  is crucial to establish a proper 
procedure  for  isolation  of  acquired  thermotolerance mutants.  The  temperature  at 





Col‐0  seedlings  and  about 55% of Ws  seedlings  survived. When  seedlings were pre‐
incubated  at  30°C,  a  higher  tolerance  to  subsequent  heat  exposure  was  detected 
(Figure 4.7).  This  enhanced  survival  rate  progressively  increased  with  higher  pre‐
conditioning  temperature  incubations.  Six  days  upon  heat  stress  imposition,  the 
seedlings acclimated with higher temperatures appeared to be more developed than 
controls,  which  can  be  also  seen  as  an  indicator  of  enhanced  thermotolerance 
capacity. The highest  levels of thermal protection, corresponding to 100% of survival, 
were attained after pre‐incubation at 34°C for Col‐0 and 32°C for Ws seedlings. These 
results  are  in  agreement  with  the  suggestion  that  Ws  displays  a  higher 
thermotolerance  in  relation  to  Col‐0  ecotype.  However,  this  conclusion  should  be 
taken with care, since the results obtained without acclimation period are different in 
both ecotypes. From  these results, using  the predetermined experimental conditions 
(heat  treatment  of  45°C  for  20 min,  after  a  recovery  period  of  120 min  at  23°C),  it 






The  characterization of basal  and  acquired  thermotolerance  in Arabidopsis  is 
crucial  to  establish  a  proper  procedure  for  isolation  of  mutants  defective  in  both 

















assays  (temperature  and  duration  of  heat  treatment,  as  well  as  acclimation 
temperature),  two  Arabidopsis  mutants  were  tested  for  basal  and  acquired 
thermotolerance  at  seed  and  seedling  levels.  These  T‐DNA  insertion  mutants 
(generated in Col‐0 ecotype) were previously described as being disrupted in processes 
strongly  associated  with  heat  responses,  specifically  in  heat  shock  protein  (HSP) 
synthesis (Hong and Vierling 2000; 2001) and ROS signaling (Dat et al. 1998; Larkindale 
and  Huang  2004).  In  addition,  both  mutants  were  previously  found  to  have 
temperature‐related phenotypes (Larkindale et al. 2005a). 
One of the chosen mutants, hot1‐3, has an insertion in the second exon of the 
heat  shock protein 101  gene  (At1g74310)  and  is null  for HSP101 protein expression 
(Hong and Vierling 2001). As reviewed by Hong et al. (2003), based on the analogy with 
yeast  and  bacteria  systems,  HSP101  seems  to  play  a  role  as  a  chaperone  ATPase 










































stress.  Studies  on  germination,  growth  and  development  of  hot1‐3  mutant  plants 
under  standard  conditions demonstrated  that HSP101 activity  is not essential  in  the 
absence of  stress  (Hong  and Vierling  2001).  In opposition, when  submitted  to high‐
temperature stress  (45°C  for 120 min), hot1‐3 seedlings exhibited a  thermotolerance 
defect either without or with a pre‐adaptation period (38°C for 90 min, followed by 2 h 
at 22°C). A  significantly  reduced basal  thermotolerance was also observed  in hot1‐3 
seeds, after treatment at 45°C for 90‐150 min, as evaluated by hypocotyl elongation. 
The other  selected mutant, atrbohD, has an  insertion  in  the  fifth exon of  the 
NADPH/respiratory burst oxidase homolog gene (At5g47910; Torres et al. 1998; 2002). 
Arabidopsis  encodes  ten  respiratory  burst  oxidase  homologs  (Atrboh  genes), which 
have been proposed to play a role  in the production of ROS (Torres et al. 2002). The 
generation  of  ROS  has  already  been  recognized  to  act  in  several  complex  signaling 









showed  a  moderate  defect  in  basal  and  acquired  thermotolerance  of  7‐day‐old 
seedlings  but  no  phenotype was  significantly  found  for  basal  seed  thermotolerance 
(Larkindale  et  al.  2005a). When  compared  to  hot1‐3, which  is  strongly  affected  by 
temperature, atrbohD presents a moderate heat phenotype. 
To demonstrate  the effectiveness of  the described assays  for  identification of 
phenotypic  alterations  in  Arabidopsis  thermotolerance  mutants,  a  detailed 
characterization  of  hot1‐3  and  atrbohD  mutant  lines  was  performed.  In  order  to 
achieve  feasible  results, wild‐type  (Col‐0) and mutant  lines were grown at  the  same 






















compared  to wild‐type  seeds. The distinct  sensitivity  to heat  treatment displayed by 
the mutant  lines was  also  demonstrated  by  analysis  of  the  number  of  germinated 













































Figure 4.9. Germination  time‐course of Col‐0 wild‐type  (A), hot1‐3  (B)  and atrbohD  (C) mutant  seeds 
after heat  stress  at 50°C  for different periods  (15‐300 min).  Seeds were heat‐treated  as described  in 
Figure 4.8 and the number of germinated seeds was determined every day (following a period of 3 days 
after  treatment) until 9 days upon heat  stress  imposition. Photographs were  taken 9 days after heat 
stress. Mean  and  SEM  were  derived  from measurements  in  four  replicates  for  each  genotype,  all 
containing 30 seeds of each condition tested. 
 
When  seeds  were  tested  for  basal  thermotolerance  in  germination  assays 


























































































were  treated  at  different  temperatures  (43‐55°C)  for  60 min  and  subsequently  plated  in  MS  agar. 





temperatures  of  38‐44°C  did  not  cause  a  deleterious  effect  on  germination  rate  of  
Col‐0  seeds,  the  tested  temperature  range was modified  (43‐55°C). Germination  of 
hot1‐3 seeds was affected at a challenge temperature of 46°C and declined until total 
hindrance  at  52°C.  Between  this  array  of  temperatures  (46‐52°C),  hot1‐3  response 
curve was significantly different from Col‐0 and atrbohD seeds. Both Col‐0 and atrbohD 
seeds  were  able  to  tolerate  high  temperatures  (up  to  49°C)  without  suffering  a 




As  observed  in  the  characterization  of  Col‐0  basal  thermotolerance, mutant 
seeds which were able  to germinate after heat  treatment produced healthy growing 
seedlings  undifferentiated  from  those  originated  from  untreated  (0 min  or  23°C 
treatments) or wild‐type seeds (Figures 4.9 and 4.11). 
Basal  seed  thermotolerance  of  hot1‐3  and  atrbohD mutants  was  previously 
analyzed after treatment at 45°C for 220 min by germination assessment (Larkindale et 
al.  2005a). While  only  9.1%  of  hot1‐3  treated  seeds were  able  to  germinate,  seed 
germination  in atrbohD mutant  (76.8%) was not statistically different  from wild‐type 
seeds (93.4%). These results are in accordance with those presented in Figure 4.8 and 
4.10,  although  quite  different  conditions  were  employed.  A  similar  percentage  of 






































Figure 4.11. Germination  time‐course of Col‐0 wild‐type  (A), hot1‐3  (B) and atrbohD  (C) mutant seeds 
after heat stress at different temperatures (43‐55°C) for 60 min. Seeds were heat‐treated as described in 
Figure 4.10 and  the number of germinated  seeds was determined every day  (following a period of 2 
days after  treatment) until 9 days upon heat  stress  imposition. Photographs were  taken 9 days after 
heat stress. Mean and SEM were derived from measurements  in four replicates for each genotype, all 
containing 30 seeds of each condition tested. 













































































a significant  reduction  in germination was only observed after  treatment at 50°C  for 




Assessment  of  basal  thermotolerance  defects  in  seedling  survival  was 
performed  for  the  selected  mutant  lines,  using  the  predetermined  experimental 
conditions.  Treatment  at  45°C  for  different  periods  (10,  15,  20,  25,  30  and  45 min) 
revealed  different  levels  of  thermosensitivity  of  mutant  7‐day‐old  seedlings 
(Figure 4.12). Six days after heat stress imposition at 45°C for 20 min, Col‐0, hot1‐3 and 
atrbohD  seedlings displayed  statistically different  survival  rates of 67.3%, 12.5% and 
52.9%,  respectively.  Therefore,  hot1‐3  seedlings  were  extremely  affected  by  heat 
treatment,  while  atrbohD  seedlings  exhibited  a  more  moderate  phenotype. 




































allowed  to  identify  significant heat‐associated phenotypic alterations  in both mutant 
seedlings. 




64.4%, 8.7% and 49.9%,  respectively. Therefore, mutant  seedlings  showed dissimilar 
degrees of basal thermotolerance, which was much  lower  in hot1‐3 seedlings than  in 
atrbohD  seedlings. Only one of  the experimental  conditions  analysed  (45°C, 20 min) 
was  effective  for  recognition  of  significant  altered  thermotolerance  responses  in  
hot1‐3 and atrbohD seedlings. 







Figure 4.13.  Assessment  of  basal  thermotolerance  in  Col‐0  wild‐type,  hot1‐3  and  atrbohD  mutant 




from measurements  in 3  replicates  in  the  same condition, all containing 100  seeds of each genotype 
tested. 
 


























treated at 45°C  for 60 min  registered  reduced basal  thermotolerance  (approximately 
10 and 40% of wild‐type, respectively). While hot1‐3 was considered to have a severe 
defect  on  basal  thermotolerance,  atrbohD  seedlings  were  moderately  affected. 
Accordingly, as shown in Figure 4.12 and 4.13, hot1‐3 was more severely affected than 
atrbohD. Although shorter lengths of 45°C‐treatment were employed (10‐45 min), the 
results obtained  in both experiments can be related since  the  treatments performed 
by Larkindale et al. (2005a) were applied in an incubator and not by immersion into a 
water bath. 
The  effect  of  diverse  acclimation  temperatures  (30,  32,  34,  36  and  38°C)  in 
providing  thermal  protection  to  the  selected  Arabidopsis  mutant  seedlings  was 
evaluated  (Figure 4.14).  Seven‐day‐old  seedlings  were  tested  for  acquired 







Figure 4.14. Assessment of  acquired  thermotolerance  in Col‐0 wild‐type, hot1‐3  and atrbohD mutant 





and  SEM were derived  from measurements  in 3  replicates  in  the  same  condition,  all  containing 100 
seeds of each genotype tested. 





























atrbohD  seedlings  displayed  higher  survival  rates:  ∼40%  and  ∼66%  for  acclimation 
temperatures of 30  and 32°C,  respectively. This distinct heat  sensitivity was  already 
noted by Larkindale et al.  (2005a). The highest  levels of  thermal protection  for both 
mutants and wild‐type seedlings were achieved after a pre‐conditioning treatment at 






























Several  phenotypic  assays  were  developed  and  used  for  detection  of 
thermotolerance defects  in Arabidopsis mutants at seed and 7‐day‐old seedlings. The 
protocols  described  are  useful  to  launch  the  hunting  for  phenotypic  alterations  in 
mutants that are deficient either in basal or acquired thermotolerance or in both. Basal 
thermotolerance  assays were  based  in  evaluation  of  seed  germination  and  seedling 
survival after heat treatment. A series of experimental conditions were proposed to be 
tested using: (i) variable periods of immersion into a fixed temperature water bath or 
(ii)  variable  temperatures  during  an  unchanging  period  of  treatment.  The  range  of 
conditions employed pretended to include weak treatments that did not produce any 
effect on germination/seedling survival, as well as severe conditions that were lethal to 
seeds/seedlings. Acquired  thermotolerance  assay was  solely based  in  assessment of 
seedling survival. In this assay, variable preconditioning temperatures were tested for 
their  capacity  in  providing minimum  and maximal  thermal  protection  to  seedlings 
further exposed to a more challenging treatment. 
The proposed procedure was used  for  characterization of basal and acquired 
thermotolerance  in wild‐type  (Col‐0  and Ws)  seeds  and  seedlings. By  accomplishing 
the  thermal  responses  in  wild‐type  lines  we  were  able  to  determine  the  array  of 
treatment conditions that would probably result  in the detection of heat phenotypes 




germination  alterations  a  protocol  with  different  periods  (15‐180 min)  of  heat 
imposition  at  a  fixed  temperature  (50°C) would  be  preferred,  since  the  differences 
detected  in  each  treatment were more  subtle  than  those  detected with  a  protocol 
where  increasing  temperatures  (47‐53°C)  are  imposed  during  a  defined  period 
(60 min). 
When  using  a  limiting  heat  temperature,  a  delayed  effect  on  germination 
progression  was  always  observed  in  all  wild‐type  ecotypes.  Furthermore,  when 





that  seeds  exhibited  an  outstanding  capacity  to  recover  from  heat  treatment  by 
prolonging  the  dormant  state.  Therefore,  when  searching  for  a  heat‐related 
phenotype,  a  careful  examination  of  the  time‐course  of  germination  should  be 
performed  since  the  failure  of  viable  treated  seeds  to  germinate  during  the  same 
period  observed  in  control  seeds  can  be  considered  a  phenotype  by  itself.  For  the 
same  reason,  when  comparing  germination  rates  between  different  experiments 
and/or mutants, special attention should be paid to the assessment day used for the 
calculations. 
Identification  of  altered  basal  thermotolerance  by  seedling  survival  assays 
should be carried out by immersion at 45°C for 15‐30 min or at 42.5‐47.5°C for 20 min. 
Once more,  increasing  temperatures with a  fixed period of  treatment  (20 min) were 
found  to  promote  more  drastic  differences  in  plant  responses  than  defining  the 
temperature and  increasing  treatment periods.  In order  to  test  the ability  to acquire 
thermotolerance,  a  seedling  survival  assay  should  be  performed  with  acclimation 
treatment  at  30‐34°C  for  1 h,  plus  120 min  at  23°C,  followed  by  the  challenge  heat 
treatment of 45°C for 20 min. 
Using  the  same  time  and  temperature  parameters,  the  predefined  assays 
successfully detected heat phenotypes similar to those already reported for hot1‐3 and 
atrbohD mutants (Hong and Vierling 2001; Larkindale et al. 2005a). A severe defect in 
basal  thermotolerance  (at  seed  and  seedling  growth  stages)  as well  as  in  acquired 
thermotolerance  was  found  for  hot1‐3  mutant.  A  more  moderate  although  still 
significant  phenotype  was  observed  for  atrbohD  mutant  seedlings  in  basal  and 
acquired  thermotolerance assays. Although atrbohD seeds did not show a significant 
phenotype in the germination assay previously performed by Larkindale et al. (2005a), 
we were  able  to  detect  a  significant  difference, mainly  after  treatment  at  50°C  for 
120 min  as  compared  to  Col‐0  germination.  Therefore,  our  results  suggest  that 
atrbohD mutant may be defective in basal seed thermotolerance as well. 
In all thermotolerance assays performed with hot1‐3 and atrbohD mutants, the 
heat phenotypes  identified were observed  in  the  conditions predetermined as most 
favorable  for  detection  of  thermotolerance  defects.  As  a  conclusion,  the  outlined 






disrupted  in  processes  associated  with  heat  responses.  Each  one  of  the  proposed 
assays  embraces  a  large  series  of  experimental  conditions,  which  made  them 
particularly helpful as an inexpensive and undemanding initial approach.  
When  comparing  the  characteristics  of  thermotolerance  assessed  initially  for 
Col‐0 ecotype (Figures 4.1 to 4.7) with those obtained for the same ecotype together 
with mutants (Figures 4.8 to 4.14), some  inconsistency was observed  in the response 
curves.  The  first  pool  of  Col‐0  seeds  was  apparently  less  tolerant  to  the  heat 
treatments applied. Two essential remarks must be considered: (i) the synchronization 
of all tested plants is important to guarantee that similar conditions are used for seed 
production  and  assure  equal  circumstances  for  all  lines  in  the  subsequent 
thermotolerance  assays;  (ii)  although  secondary  parameters  like  humidity  and  light 
intensity are controlled as much as possible, there  is no warranty that the conditions 
gathered  inside  the plates during  treatment,  as well as  in  the  subsequent period  at 










































protein,  is  essential  for  acquired  thermotolerance  during  long  recovery  after  acclimation." 
Plant Physiology 140: 1297‐1305. 
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Functional genomics currently provide  tools  for  facilitating  the  functional assignment 
of  yet uncharacterized  genes with  a particular  role  for  thermotolerance.  The  transcriptome 
analysis  of  heat‐stressed Arabidopsis thaliana  plants  performed  using Affymetrix microarray 
data  led  to  the  identification  of  HZF,  a  heat‐induced  functionally  uncharacterized  gene 
encoding  a  putative  zinc  finger  family  protein.  Structural  characterization  of  HZF  was 
performed by  in  silico analysis, namely based on  structure  information of gene and protein, 
sequence homology,  co‐expressed  gene network and HZF expression pattern during normal 
development of Arabidopsis wild‐type plants and seed germination. HZF was found to have a 
conserved  C3H2C3‐type  RING  domain,  highly  similar  to  those  from  other  uncharacterized 
Arabidopsis RING  finger‐containing proteins. The presence of  this domain,  together with  the 
high degree of protein similarity with CIP8, suggested  that HZF may have E3 ubiquitin  ligase 
activity. Aiming to assign a biological function to HZF and determine its particular role in heat 




certainly  occurs  between  HZF  and  its  most  similar  gene  product  (L‐HZF),  the  delayed 
germination seems to be the result of impaired ubiquitination of a regulator protein implicated 
in promoting seed dormancy or  repressing germination. The evaluation of HZF  transcripts  in 
heat‐treated  (38°C  for  1 h)  wild‐type  seedlings  showed  strongest  induction  15 min  after 
treatment,  which  confirmed  the  involvement  of  HZF  in  the  initial  phase  of  heat  stress 
response.  A  dual  function  of  HZF  in  degrading  a  key  regulator  protein  controlling 
dormancy/germination  processes  and HSF  signaling was  then  suggested.  Several HZF‐based 
expression vectors for overexpression studies and  in situ analysis were constructed and used 
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In  2000,  plant  science  community  established  the  challenging  goal  of 
determining  the  function of all genes  in  the model plant Arabidopsis thaliana by  the 
year 2010 ("2010 Project"; Chory et al. 2000). To achieve this purpose, the functional 
annotation  of  individual  genes  relies  on  several  experimental  strategies,  such  as 
mutant  analysis,  RNA  expression  or  protein‐protein  interactions  (Østergaard  and 
Yanofsky  2004).  It  is only by  gathering  all  the  information  obtained  in  the different 
fields of functional genomics (i.e., comparative genomics, transcriptomics, proteomics, 
metabolomics  and  phenomics)  that  plant  researchers will  be  able  to  unequivocally 
assign  a  biological  function  to  the  unknown  plant  genes  (Holtorf  et  al.  2002).  For 
simplification,  only  some  of  the  numerous  analytical  steps  needed  to  initiate  a 
biological validation are subsequently overviewed. 




testing  and  confirmation  of  hypotheses  about  specific  gene  functions  (Alonso  and 
Ecker  2006).  In  silico  analysis  based  on  sequence  homology  should  be  taken  as  an 
initial  and  simplest  approach,  even  though  several  genes  do  not  show  sequence 
similarity  to  previously  functional  characterized  genes  (Feng  and  Mundy  2006). 
Nonetheless, relevant general information given by sequence homology may provide a 
clue  to  the  potential  cellular  role  of  gene/protein.  Bioinformatic  studies  provide 
indirect  information  on,  for  example,  spatial  and  temporal  expression  patterns, 
subcellular  localization  and  co‐expression  gene  network, which  can  be  functionally 
correlative  as  well  (reviewed  in  Chapter 3).  As  in  silico  analysis  is  generally  not 
sufficient to precisely define gene function, disruption of gene activity is currently the 
method  of  choice  to  experimentally  validate  a  specific  function  (Feng  and Mundy 
2006). 
Due  to  the extensive  collection of  insertion mutants available  for ordering  in 








homozygous  line with an  insertion  in  the gene of  interest  (Østergaard and Yanofsky 
2004).  If an  insertion mutant  is not available, an alternative could be the silencing of 
gene  expression  through  a  mechanism  of  RNA  interference  (RNAi).  Whatever  the 
method used, the successful observation of a mutant phenotype is not guaranteed and 
it  depends  on  several  factors,  such  as  the  existence  of  gene  redundancy,  the 
background  of  the  mutant  line  and  the  occurrence  of  phenotype  suppression  or 
overlapping  functionality  between  unrelated  genes  (reviewed  by  Østergaard  and 
Yanofsky 2004).  In addition, as reviewed  in Chapter 4, some mutant phenotypes may 
only be detected when  subjected  to  the appropriate assay  conditions. Nevertheless, 
due to the high level of redundancy observed in Arabidopsis, only about 10% of genes 
are  estimated  to  produce  an  observable  loss‐of‐function  phenotype.  To  circumvent 
this difficulty, double or  triple knockout mutants  can be  constructed  to uncover  the 
hidden phenotypes. 
Once a mutant phenotype is successfully detected, it is necessary to prove that 
it  is  indeed  a  consequence  of  the  insertion  of  T‐DNA  into  the  gene  of  interest 
(Østergaard  and  Yanofsky  2004). Northern  blot  analysis  or  RT‐PCR  experiments  can 
determine if the corresponding gene expression is definitely interrupted in the mutant 





for  conclusive  phenotype  acceptance  (Østergaard  and  Yanofsky  2004).  Therefore, 
before  assuming  that  the  disrupted  gene  is  undoubtedly  responsible  for  the 
phenotype, a similar mutant phenotype should be detected in other insertion alleles or 












rapidly  progressed  by  the  recent  development  of  a  fast  and  highly  efficient  DNA 
cloning technology (Gateway® Technology, Invitrogen) and a set of vectors suitable for 
plant  ectopic  expression  (Curtis  and  Grossniklaus  2003).  In  situ  analyses  using 
promoter‐reporter  (GUS)  constructs  and  coding  sequence‐GFP  fusions  determines 
respectively  the  spatial/temporal expression pattern of  the gene and  the  subcellular 
localization  of  the  corresponding  protein.  Additionally,  the  effect  of  enhanced 
expression in gain‐of‐function mutants can be evaluated by placing the gene under the 
transcriptional control of a constitutive promoter. 
















































The Arabidopsis thaliana  line  (FLAG_311D05)  containing  a  T‐DNA  insertion  in 
the HZF gene (At1g26800) was obtained from the Versailles collection (Bechtold et al. 
1993;  Bouchez  et  al.  1993)  and  ordered  via  INRA  resource  center 
(http://dbsgap.versailles.inra.fr/publiclines). This insertion mutant line was established 
in  A. thaliana  Wassilewskija  (Ws)  background.  Wild‐type  Ws  ecotype  seeds  were 













About  50  plants  from  the  ordered  mutant  seeds  stock  were  grown  for 
diagnostic  PCR  and  seed  recovering.  Genomic  DNA  from  Arabidopsis  leaves  was 
isolated  using  the  CTAB  extraction  method  modified  by  Posé  (2008)  (Annex I). 
Screening  for  homozygous mutant  lines was  performed  by  diagnostic  PCR  analysis 
(Annex I),  using  one  primer  specific  for  the  T‐DNA  insertion  border  (Lb4)  and  two 
primers  conceived  for  the  gene  (HZF dpcr LP  and HZF dpcr RP). HZF  specific  primers 
were  designed  using  the  SIGnAL  T‐DNA  Primer  Design  tool 
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)  and  the  primer  analysis  software  Oligo6 
(Primer  Analysis  Software,  version  6.54).  The  design  of  gene‐specific  primers  was 
performed  taking  into  account  a  final  length of  approximately 20 nucleotides  and  a 
closely  match  on  priming  efficiency  and  melting  temperatures  values.  Primer 
sequences and PCR conditions used for genotyping are presented in Annexes II and III. 
After  gel  electrophoresis  analysis  (Annex I),  F1  homozygous  seeds  from  each  plant 





Arabidopsis  wild‐type  (Ws)  and  hzf  plants  were  grown  under  the  same 
conditions  for  synchronized  seed production  for performing  thermotolerance assays. 
Basal  thermotolerance  was  evaluated  in  wild‐type  and  mutant  seeds  using  the 
germination  assays  described  in  Chapter 4.  Immediately  after  removal  from  4°C, 
stratified  and  sterilized  seeds were  heat‐stressed  at  50°C  for  different  periods  (15‐













for  basal  thermotolerance  evaluation,  plates  containing  7‐day‐old  seedlings  were 









To  determine  the  HZF  expression  during  heat  treatment,  wild‐type  and  hzf 
seedlings grown for 16 days on MS agar plates were subjected to a heat stress of 38°C 
for 60 min. Samples were taken immediately before heat treatment (0 min), at 15, 30, 








20 µl.  Following  a  first  incubation  at  25°C  for  10 min,  the  reaction  was  further 
incubated  at  42°C  for  60 min.  Finally,  the  reverse  transcriptase was  inactivated  by 
heating at 85°C for 5 min. The cDNA was then used for PCR amplifications previously 
optimized  for  the  number  of  cycles  that  fit  into  the  linear  amplification  zone.  PCR 
reactions were prepared as described  in Annex I and amplifications were performed 
using gene‐specific primers (HZF RT F and HZF RT R; Annex II) and 37 cycles (Annex III). 
As  positive  control,  a  RT‐PCR  reaction was  performed  in  the  same  conditions  using 
ACTIN 2  (At3g18780)  specific  primers  (ACT2 RT F  and  ACT2 RT R;  Annex II)  and  31 









recombination  cloning  system  (Invitrogen),  according  to  the  instruction  manual. 
HZF promoter::GUS  constructs  were  generated  by  inserting  the  482 bp  predicted 
promoter  region  in  the  pMDC164  vector.  For  accomplishing  this,  the  promoter 
sequence  had  been  predicted  using  AGRIS  resource  (http://arabidopsis.med.ohio‐
state.edu/)  and  comprised  the  sequence  just  upstream  of  the  start  codon  of  HZF. 
35S::HZF ORF fusions were prepared by  inserting the 615 bp HZF coding region  in the 
pMDC32  vector under  the  control of  the dual  35S promoter. HZF ORF‐stop::GFP6his 
constructs  resulted  from  the  insertion of  the  coding  region of HZF without  the  stop 
codon  in  the  pMDC85  vector,  which  also  harbors  the  dual  35S  promoter.  All 
destination  vectors  are  represented  in  Annex IV  and  were  ordered  from  ABRC 
(http://www.arabidopsis.org). 
The  three  fragments of  interest of HZF gene  (promoter  region, ORF and ORF 
without the stop codon) were amplified and flanked by attB regions by two‐rounds of 
PCR  amplifications  using  wild‐type  (Ws)  genomic  DNA  (Annex I).  The  HZF  specific 
primers  were  designed  using  the  primer  analysis  software  Oligo6  (Primer  Analysis 
Software,  version  6.54)  in  order  to  have  22‐26  nucleotides  and  a  closely match  on 
priming efficiency and melting temperatures values. The first PCR was performed with 
sequence‐specific  primers  (Annex II)  containing  part  of  the  attB1  or  attB2 
recombination sites (12 bp) coupled at each 5’end. A second PCR was performed with 
adapter  primers  (attB1  and  attB2;  Annex II)  for  amplification  of  the  fragment  of 
interest  containing  the  full  sequence  of  attB  regions.  Primer  sequences  and  PCR 
conditions  are  presented  in  Annexes II  and  III.  The  attB‐PCR  products  were 
subsequently purified by PEG precipitation  (Annex  I)  and  introduced  into  the donor 
vector  pDONRTM201  (Invitrogen;  Annex IV)  by  BP  recombination  reaction  (Annex I). 
Aliquots of  5 µl of  the BP  reaction were used  to  transform  Escherichia coli XL1‐Blue 
competent  cells  by  SEM  (Annex I)  and  transformants  were  selected  in  LB medium 
supplemented with 50 µg.ml‐1 kanamycin. The transformation efficiency was evaluated 
by colony PCR using the primers pDONR201 Fo and pDONR201 Rv (Annex II). The PCR 








through  the  LR  reaction  (Annex I). As performed  after BP  reaction, E. coli  cells were 
transformed with the generated vectors and positive clones were identified by colony 







were  used  to  transform  wild‐type  plants.  Transformation  of  Arabidopsis  was 
performed by the floral dip method (Clough and Bent 1998) using A. tumefaciens strain 
EHA105 (Annex I). For the successful recovery of seeds from transformed plants (T0), 
plant  growth  was  performed  as  described  previously.  Arabidopsis  T1  plants  were 
germinated  on MS  plates  containing  50 µg.ml‐1  hygromycin  and  the  resistant  plants 
were transferred to soil to obtain T2 seeds. The surviving ability of tested T2  lines on 
hygromycin MS  plates would  allow  determining  if  the  transgene  is  segregating  in  a 
Mendelian  fashion.  If  this  is  the  case,  a  single  insertion  of  transgene  should  have 























corresponding  gene product has been  annotated  as  a  zinc  finger  (C3HC4‐type RING 
finger)  family  protein.  HZF  is  encoded  on  reverse  strand  of  chromosome 1  of 
A. thaliana  from  9286311  to  9285086 bp  (Figure 5.1).  The  HZF  full  length  genomic 





nucleotides  (CDS)  are  located  from  9286177 to  9285563 bp  (in  orange  caps).  Start  and  termination 
translational  codons  are  illustrated by blue boxes  and  the 3’  and 5’ UTR  regions  are depicted  in  red 
letters. Image was obtained using TAIR SeqViewer. 
 
Using  the TAIR external  link WU‐BLAST,  the HZF CDS and  full  length genomic 
sequence were aligned with similar Arabidopsis sequences. The coding sequence was 
searched  against  TAIR8 CDS  (‐introns,  +UTRs)  database  and  the  highest  significant 
alignments were observed with several sequences of other uncharacterized zinc finger 
(C3HC4‐type RING finger) family proteins (Figure 5.2A). The sequence identities ranged 
between  55  and  65%  (Table 5.2). When  full  length  genomic  sequence was  queried 
against  TAIR8 Genes  (+introns,  +UTRs)  database,  in  addition  to  the  same  zinc  finger 
family  proteins,  two  different  myb  family  transcription  factors  showed  significant 
alignments (Figure 5.2B). Furthermore, these myb‐coding sequences aligned antisense 
to  the  3’ UTR  region  of HZF. Considering  the high  sequence  identities  observed  for 











Figure 5.2.  Graphic  representation  of  the  20  highest  Arabidopsis  sequences  producing  significant 
alignment with HZF sequences. The coding sequence was compared against TAIR8 CDS (‐introns, +UTRs) 




Table 5.2),  it would be possible  to hypothesize  a putative  interaction of myb‐coding 
sequences with HZF, integrated in a post‐transcriptional regulator mechanism. Among 
the  other  uncharacterized  zinc  finger  (C3HC4‐type  RING  finger)  family  proteins 
producing significant alignment with both HZF CDS and full length genomic sequence, 
At1g14200  gene  (further  referred  to as  L‐HZF) displayed  the most  similar  sequence. 




























AT5G08139.1  zinc finger (C3HC4‐type RING finger) family protein   58%  ‐ 
AT3G23450.1  pseudogene   60%  ‐ 
AT5G59550.1  zinc finger (C3HC4‐type RING finger) family protein     57%  ‐ 
AT1G61540.1  kelch repeat‐containing F‐box family protein  58%  ‐ 
AT2G42840.1  PDF1 (PROTODERMAL FACTOR 1)  60%  ‐ 
AT1G28040.1  protein binding / zinc ion binding  63%  ‐ 
AT1G70320.1  UPL2 (UBIQUITIN‐PROTEIN LIGASE 2)  55%  ‐ 
AT1G69580.1  transcription factor  ‐  70% 
AT1G69580.2  similar to myb family transcription factor  ‐  70% 
AT5G29000.4  myb family transcription factor  ‐  65% 
AT5G29000.2  myb family transcription factor  ‐  65% 
AT5G29000.3  myb family transcription factor  ‐  65% 
AT5G29000.1  myb family transcription factor  ‐  65% 
 
weight and  isoelectric point, were obtained  from a variety of  sources  including TIGR 
(The  Institute for Genomic Research) and  InterPro databases (Garcia‐Hernandez et al. 
2002).  HZF  has  a  protein  length  of  204 aa  (Figure 5.3)  with  a  predicted molecular 
weight  of  22.74 kDa  and  an  isoelectric  point  of  4.29.  Prediction  of  protein  domains 
using  InterProScan  identified  a  conserved  zinc  finger  RING‐type  domain  located 








Figure 5.3.  Amino  acidic  sequence  of  HZF.  Amino  acids  are  shown  using  the  one‐letter  code  and 




C3HC4‐type  RING  finger  domain,  the  analysis  of  the  previously  defined  conserved 
domain allowed  the  recognition of a C3H2C3‐type sequence motif. The C3H2C3‐type 
domain of HZF comprise a sequence of 41 amino acid residues, namely C‐X2‐C‐X14‐C‐
X1‐H‐X2‐H‐X2‐C‐X10‐C‐X2‐C,  in which  X  is  any  amino  acid  and  four  pairs  of  ligands 





manual  curation  and  computational  analysis  were  employed  for  grouping  387 
Arabidopsis RING domains according to their metal‐ligand arrangement (Kosarev et al. 
2002). Also  in this study, all of the previously described zinc finger (C3HC4‐type RING 
finger)  family  proteins  that  showed  significant  alignment  with  HZF  sequence 
(Table 5.2) were  classified  as C3H2C3‐type RING  finger‐containing proteins, with  the 
exception of At1g21960. 
Biochemical  and  genetic evidences  for ubiquitin  ligase  activity of RING  finger 
domain proteins have been  reported  (reviewed by  Jackson et al. 2000;  Joazeiro and 
Weissman 2000).  In  a more  recent  study,  a  significant number of  the 469 manually 
curated  RING  domain‐containing  proteins  in  Arabidopsis  were  demonstrated  to 
function as E3 ubiquitin  ligases by  interaction with E2 conjugating enzymes  (Stone et 
al.  2005).  For  establishing  this  interaction with  E2  enzymes,  the  RING  domain was 
found  to be essential. The ubiquitin‐proteasome pathway promotes  the  targeting of 
proteins  for degradation  in a  three‐step reaction cascade catalyzed by E1, E2 and E3 








potential  E3  ligases  encoded  by  the  Arabidopsis  genome  (reviewed  by  Stone  et  al. 
2005). RING‐type E3  ligases and U‐box containing enzymes are  included  in one of the 
four described classes of ubiquitin  ligases, which also comprise HECT‐, SCF‐, and APC‐
type  enzymes  (reviewed  by  Smalle  and  Vierstra  2004). Most  of  the  RING  proteins 
displays E3  ligase activity and  their  implication  in  the  regulation of different  cellular 
processes,  like  hormone  regulation,  embryogenesis,  senescence,  pathogen  defense, 
flower  development,  photomorphogenesis  and  ABA  signaling  has  been  reported 
(reviewed  by  Sullivan  et  al.  2003; Moon  et  al.  2004;  Bu  et  al.  2009).  Recently,  an 






proteins  aligned, mainly  because  of  the  conserved  domain  region  localized  at  the  
C‐terminus  (data  not  shown).  The  most  significant  alignments  were  attained  for 
functionally uncharacterized  zinc  finger  family proteins. An exception was  found  for 
CIP8 (COP1‐interacting protein 8; At5g64920), a zinc finger family protein containing a 
C3H2C3‐type RING motif displaying ubiquitin ligase activity (Hardtke et al. 2002). CIP8 
protein was  suggested  to  form  a minimal  ubiquitin  ligase  that  interacts with  COP1. 
Through  the  cooperation  with  an  E2  enzyme,  this  interaction  results  in  the 
ubiquitination  of  the  transcription  factor  HY5,  a  positive  regulator  of 
photomorphogenesis. Interestingly, HZF similarity to the ubiquitin ligase CIP8 has been 
previously reported in the analysis of Arabidopsis RING domains performed by Kosarev 
et al.  (2002).  In  this study,  it was established  that  the proteins  included  in  the same 
cluster  as  HZF,  which  comprised  26  proteins  (including  CIP8),  display  significant 
similarity  outside  the  RING  domain.  It was  also  suggested  that  a  subgroup  of  this 
cluster  presenting  high  structural  similarity with CIP8  (and  this  fact was  verified  for 






2002).  Furthermore,  this  cluster  was  suggested  to  include  proteins  that  might  be 
functionally redundant. 
Altogether, the existence of a RING finger domain in HZF and protein alignment 
results  (namely  the  similarity  with  CIP8)  suggest  that  HZF may  be  involved  in  the 
regulation of protein levels under heat stress conditions, possibly functioning as an E3 
ubiquitin  ligase.  Also,  the  protein  to  which  HZF  displayed  the  highest  degree  of 
similarity among the uncharacterized zinc finger family proteins (L‐HZF)  is  included  in 
the  same  cluster  of HZF  and  CIP8  in  the  study  performed  by  Kosarev  et  al.  (2002). 
According to the authors, HZF could have a redundant function with L‐HZF. 
Proteins  similar  to  HZF  in  other  organisms  were  searched  across   
non‐redundant  protein  sequences  database  using  NCBI  BLASTP  program 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; Altschul et al. 1997). The closest relatives to HZF were 
found in Populus trichocarpa, Vitis vinifera and Populus trichocarpa x Populus deltoides 
species, with  identities values  ranging between 54% and 60%  (data not  shown). The 
amino acidic sequences producing significant alignment are presented according to the 
lineage report provided by BLASTP results  (Figure 5.4).  In this report, similar proteins 
are  displayed  by  organisms,  grouped  according  to  their  taxonomic  classification.  A 
great number of proteins similar to HZF were found for most of the plant species with 
completed  genome  sequencing.  This  large  number  of  potential  E3  ubiquitinating 
























According  to ARAMEMNON prediction, HZF  is probably  a  soluble protein. No 








database can assist  in  the  functional characterization of  the gene. Some of  the most 
co‐regulated  genes  for  HZF,  presented  in  Table 3.5  (Chapter 3),  can  be  visualized 
integrated  in  a  more  complex  gene  network  (Figure 5.5).  In  this  analysis,  HZF  is  
 
 
Figure 5.5.  Graphic  representation  of  HZF  co‐expression  gene  network  drawn  based  on  rank  of 
correlation. The gene of  interest  is highlighted  in yellow and stronger relationships are represented by 
bold  lines.  Genes  represented  by  octagon‐shape  nodes  are  predicted  transcription  factors  whereas 
other genes are symbolized by circle‐shape nodes. Whenever a function is known/predicted for a gene, 
an  indication  is displayed below the corresponding AGI number. Locus description of some of the HZF 










certain  specific  regulator  proteins  that  control  the  expression  of  other  genes.  The 
involvement of HZF in regulatory mechanisms can be presumed due to the strong co‐
expression with  the  transcription  factor HSFA7a  (At3g51910), which  is  in  turn highly 
correlated with  another HSF  (HSFA7b, At3g63350). Additionally, HSFA2, HSFB2a  and 
HSFB2b expression is, to a certain extent, directly connected with HZF expression (data 
not shown). The analysis of the transcript profiles of HSF‐encoding genes during abiotic 




The HZF gene expression during Arabidopsis  life  cycle  can be predicted using 




levels  are  still  relevant  but  strongly  decreased  for  longer  imbibition  periods 
(Figure 5.6B). The HZF transcription levels are also evident in green cotyledons, stems, 




With  the  recent  increase  in  insertion mutant  availability  and  gene  silencing 
strategies,  functional  gene  discovery  by  mutant  phenotype  association  became  a 
simpler strategy. This task has been facilitated by the easily ordering of mutant seeds 
from  stock  centers  collections  (Chapter 3).  Selection  of  the  appropriate  T‐DNA 
insertion mutant for HZF gene was performed in TAIR database, together with SIGnAL 
T‐DNA  Express  tool.  Several  insertion  lines  were  found  to  interrupt  HZF  gene. 










Figure 5.6.  Gene  expression  pattern  of  HZF  gene  as  an  “electronic  fluorescent  pictographic” 
representation,  during  development  of  A. thaliana  wild‐type  tissues  (A)  and  seed  germination  (B). 
Expression  levels  are  identified  in  colors  as  depicted  in  the  bars.  This  analysis was  performed  using 
Arabidopsis  eFP Browser provided by BAR,  considering  the Development Map  (A)  and  Seed  (B) data 
sources in the absolute mode. 
 
function alleles. A FLAG T‐DNA  line  (FLAG_311D05)  in Ws ecotype, with an  insertion 
located  in  9285899 bp  of  the  single  exon  of HZF  (refer  to  Figure 5.1), was  ordered 
(Figure 5.7). 










(triangle)  is  localized  in  the  exon  region  of  the  gene  (white  box).  The  predicted  promoter  region  is 












amplification  products  were  observed  by  gel  electrophoresis  analysis  and  three 
homozygous T‐DNA insertion lines were obtained (Figure 5.8). 
With the isolation of hzf homozygous lines, tools for pursuing a reverse genetics 






Figure 5.8.  Electrophoretic  analysis  of  diagnostic  PCR  products  for  genotypic  identification  of 
homozygous HZF gene knockout lines. Publicly available HZF T‐DNA insertion line was ordered and each 









As  previously  discussed  in  Chapter 4,  searching  for  a  phenotype  is  a  quite 
challenging and often  laborious task. By using the thermotolerance assays previously 
developed for an easy detection of phenotypic alterations (Chapter 4), the evaluation 
of  heat  sensitivity  of  hzf  was  possible.  The  mutant  line  was  tested  for  basal 
thermotolerance at seed  level with variable  times  (15‐300 min) of heat  treatment at 
50°C,  as well  as  variable  temperatures  (38‐56°C) of 60 min  treatment.  The effect of 
heat  treatment  on  hzf  seeds  was  evaluated  by  measuring  the  total  number  of 
germinated seeds along 11 days following heat stress. 
The  results  presented  for  both  assays were  obtained  4  days  after  treatment 
(Figure  5.9A  and  5.10A).  When  compared  to  wild‐type  Arabidopsis  Ws,  hzf  seeds 
appeared to be more defective  in germination after  incubation at 50°C for periods of 
15  and  30 min  (Figure 5.9A).  This  germination  defect  became  less  severe  with 
increasing  germination  periods  (Figure 5.9B). When  considering  11  days  after  stress 




Figure 5.9.  Assessment  of  basal 
thermotolerance in hzf mutant seeds using a 
germination  assay  with  increasing  times  of 
treatment.  After  stratification  at  4°C,  seeds 




days  after  treatment  until  11  days  upon  
heat  stress  imposition.  Percentage  of 
germination,  in  relation  to  untreated  seed 
germination, was determined after 4 days of 
heat  stress  imposition  and  plotted  as  a 
function of heat stress treatment period (A). 
Germination  percentages,  in  relation  to 
untreated  seed  germination,  were  also 
determined  for 5, 8  and 11 days  after heat 
stress  during  15  and  60 min  (B). Wild‐type 
Arabidopsis  Ws  seeds  were  included  in  all 
plates  and  subjected  to  identical  assay 
conditions.  Mean  and  SEM  were  derived 
from  measurements  in  four  replicates  for 
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detected  for  all  the  stress  treatments  (data  not  shown).  An  identical  effect  on 
germination was  noticed when  increasing  the  temperatures  for  a  60 min  treatment 
(Figure 5.10A).  Treatment  at  47  or  50°C  resulted  in  considerable  differences  in  the 
number of hzf and Ws germinated seeds 4 days after stress (Figure 5.10B). Once again, 
this effect was  restrained when considering  longer germination periods. However,  in 
contrast to the previous assay, identical levels of germination to wild‐type seeds were 
never achieved, at least up to 11 days after heat treatment (Figure 5.10B). 





seed  germination  can be  affected  in  genes  implicated on  germination or dormancy. 
Accordingly, a better or  faster mutant germination  indicates  the  involvement of  the 
disrupted  gene  in promoting dormancy or  repressing  germination.  In  this work,  the  
 
 
Figure 5.10.  Assessment  of  basal 
thermotolerance in hzf mutant seeds using a 
germination  assay  with  increasing 
temperatures  of  treatment.  After 
stratification  at  4°C,  seeds were  treated  at 
different  temperatures  (38‐56°C)  for 60 min 
and  subsequently  plated  in  MS  agar.  The 
number of germinated seeds was measured 
every day  following a period of 2 days after 
treatment  until  11  days  upon  heat  stress 
imposition.  Percentage  of  germination,  in 
relation to untreated seed germination, was 
determined  after  4  days  of  heat  stress 
imposition and plotted as a function of heat 
stress  treatment  temperature  (A). 
Germination  percentages,  in  relation  to 
untreated  seed  germination,  were  also 
determined  for 5, 8  and 11 days  after heat 
stress  at  47  and  50°C  (B).  Wild‐type 
Arabidopsis  Ws  seeds  were  included  in  all 
plates  and  subjected  to  identical  assay 
conditions.  Mean  and  SEM  were  derived 
from  measurements  in  four  replicates  for 
each  genotype,  all  containing  30  seeds  of 
each condition tested. 




























































to  the  germinating  state  under  heat  stress,  facilitating  the  germination  process. 
Concerning  the  suggested  function  of HZF  as  an  E3  ubiquitin  ligase  and  the  role  of 
these  proteins  in  target‐specific  proteolysis,  it  is  possible  that HZF may  control  the 
levels of a regulator protein that  induces seed dormancy or  inhibits germination.  It  is 





Basal  thermotolerance  was  further  evaluated  in  7‐day‐old  hzf  seedlings  by 






HZF  may  be  not  essential  for  protecting  Arabidopsis  seedlings  from  heat  stress. 
However,  the  possibility  of  gene  redundancy  cannot  be  excluded.  Indeed,  a  high 
degree  of  functional  redundancy  among  Arabidopsis  RING‐domain  proteins  had 
already been suggested (Kosarev et al. 2002). 
Southern blot analysis for determination of the number of T‐DNA  insertions  is 
still  under  progress,  as well  as  gene  complementation  studies  and  gain‐of‐function 
mutant  phenotype  analysis.  It  would  be  also  important  to  confirm  the  observed 
mutant phenotype by using other mutant HZF alleles in the same phenotypic analysis. 
Additional HZF  insertion alleles are currently available  in stock centers, either with a  











Figure 5.11.  Assessment  of  basal  and 
acquired  thermotolerance  in  hzf  mutant 
seedlings  using  survival  assays.  Seven‐day‐
old seedlings grown  in MS agar plates were: 
(A)  treated at 45°C  for different periods  (5‐
45 min),  followed  by  recovery  at  23°C;  (B) 
treated  at  different  temperatures  (40‐50°C) 
for  20 min,  followed  by  recovery  at  
23°C,  or  (C)  pre‐conditioned  at  different 
temperatures  (30‐40°C)  for  60 min, 
recovered  at  23°C  for  120 min  and  then 
further  treated at 45°C  for 20 min,  followed 
by  recovery  at  23°C.  The  number  of  viable 
seedlings  was  counted  6  days  after  heat 
stress  and  plotted  as  a  percentage  of 
survival. Wild‐type Arabidopsis Ws seedlings 
were  included  in all assays and subjected to 
identical  assay  conditions.  Mean  and  SEM 
were  derived  from measurements  in  three 























































































were  obtained  60 min  after  heat  stress  imposition. When  comparing  to microarray 
analysis,  the highest  levels of HZF expression occurred earlier  in  the heat  treatment, 







Figure 5.12.  RT‐PCR  analysis  of HZF  transcripts 
in Arabidopsis wild‐type Ws (A) and mutant hzf 
(B) seedlings. RNA samples were extracted from 
16‐day‐old  seedlings  grown  in MS  agar  plates 
before (0 min) and during heat stress treatment 
at 38°C  for 60 min  (at 15, 30 and 60 min). The 
transcript  levels  of  ACTIN 2  are  displayed  as 
positive  controls.  Primers  sequences  are 







A  comprehensive  analysis  of  gene  function  often  involves  the  production  of 
gene  fusions aimed  for several studies. The production of HZF expression vectors  for 
promoter  analysis,  constitutive  expression  and  subcellular  localization  studies  was 
performed  based  on  Gateway®  cloning  technology  (Invitrogen).  The  Gateway® 
technology is a widely used system for fast and reliable DNA cloning that makes use of 




can  then be  exported  to  any of  the destination  vectors  created  for  functional  gene 












adapter attB  sites were  created on both ends. The  fragment of  interest was  inserted  into  the donor 
vector  (pDONRTM201)  by  the  recombination  BP  reaction.  A  subsequent  LR  recombination  reaction 








codon  (ORF‐stop) were amplified and  flanked by attB  regions by  two‐rounds of PCR 
amplifications using wild‐type (Ws) genomic DNA. Following each PCR amplification, an 
electrophoretic  analysis  was  performed  to  confirm  the  amplification  of  predicted 
fragments (Annex I; Figure 5.14A). 
The  attB‐PCR  products  were  introduced  into  the  vector  pDONRTM201 
(Invitrogen) through the BP recombination reaction. Following transformation of E. coli 
cells with these constructs, transformation efficiency was verified for each insertion by 
colony  PCR  (Figure  5.14B).  Positive  clones were  selected  according  to  the  expected 
fragments size  (Table 5.3). One entry clone  for each cloned  fragment  (PRM, ORF and 
ORF‐stop) was selected and the inserted sequences were confirmed by sequencing. 
Through  the  LR  reaction,  the  cloned  sequences were  then  transferred  to  the 
proper  destination  vector  according  to  the  purpose  of  the  study.  Three  different 
constructs were generated: a) for promoter‐reporter analysis with GUS, HZF promoter 
sequence  was  exported  to  the  vector  pMDC164;  b)  for  constitutive  expression, 
HZF ORF was  introduced  into  the  vector pMDC32;  and  c)  for  subcellular  localization 
with  GFP,  an  N‐terminal  fusion  was  constructed  by  transferring  HZF ORF‐stop  to 
pMDC85 vector (vector maps on Annex IV). As performed after BP reaction, E. coli cells 
were  transformed with  the generated vectors and positive clones were  identified by 
colony PCR (Figure 5.14C). The insertion of the sequence of interest was confirmed by 
sequencing  one  clone  per  each  construct.  For  colony  PCR  and  sequencing,  specific 
primers were designed for each destination vector (Table 5.3). 
With the construction of the referred transgenes using Gateway® technology, a 
complete  set  of  genetic  tools was  created  for  HZF  functional  characterization.  The 
generated  expression  vectors  were  subsequently  used  to  transform  A. tumefaciens 
cells  aimed  for  A. thaliana  transformation.  Five  bacterial  transformants  were  then 
selected  and  verified  by  colony  PCR  (Figure 5.14D)  using  the  same  specific  primers 
mentioned in Table 5.3. 
A. tumefaciens  containing  the  HZF‐based  constructs were  used  to  transform 











Expected size (bp)  482  516    623  657    620  654 
 








of  A. tumefaciens  with  the  generated  constructs.  Electrophoretic  analysis  of  PCR  products  for:  (A) 
amplification of the sequences of interest and creation of flanking attB sites on its ends; (B) selection of 
positive  E. coli  transformants  carrying  the  appropriate  entry  clone  after BP  reaction;  (C)  selection  of 
positive  E. coli  transformants  carrying  the  appropriate  expression  clone  after  LR  reaction  and  (D) 








































for  selecting  T3  plants  for  further  functional  studies.  The  plants  containing  the HZF 
promoter::GUS constructs will be used to determine tissue‐specific expression patterns 
and  to  further  evaluate  the  spatial  expression  pattern  of  the  gene  during  normal 
development  and  after  stress  conditions.  Overexpression  lines  inducing  the 
constitutive expression of HZF  (35S::HZF ORF constructs) will be used to evaluate the 
effects caused by enhanced HZF production. Arabidopsis wild‐type plants transformed 























finger  family  protein  containing  a  conserved  C3H2C3‐type  RING  domain.  The 
alignments of gene and protein sequence with other Arabidopsis sequences indicated 
a high degree of  similarity with other putative RING  finger proteins, which  is mainly 
due to the presence of the conserved C3H2C3‐type RING finger domain region. Among 
the characterized Arabidopsis proteins displaying significant similarity, major relevance 
was given  to  the ubiquitin  ligase CIP8. According  to  the analysis of Arabidopsis RING 
domains performed by Kosarev et al.  (2002),  the high  structural  similarity of HZF  to 
CIP8  ubiquitin  ligase  suggests  that  HZF  is  also  an  E3  ubiquitin  ligase.  Since  a  large 
number  of  Arabidopsis  RING  domain‐containing  proteins were  found  to  be  able  to 
mediate protein ubiquitination  (Stone  et al. 2005), we hypothesize  that HZF may  in 
fact  display  E3  ubiquitin  ligase  activity.  In  vitro  ubiquitination  assays  will  provide 
biological evidence of HZF E3 ligase activity. 
A  linkage  between  targeted  degradation  of  proteins  and  temperature  stress 
tolerance was only established for the U‐box containing E3 ubiquitin ligase AtCHIP (Yan 
et al. 2003). AtCHIP was found to play an important role in cellular metabolism under 
both  low  and  high  temperature  conditions. We  are  not  aware  of  any RING‐type  E3 
ubiquitin  ligase playing a  relevant  function  in  the control of heat  stress  response.  In 
contrast,  some  examples  can  be  found  in  Arabidopsis  concerning  other  abiotic 
stresses, as cold, drought and saline stresses (Dong et al. 2006; Ko et al. 2006; Zhang et 
al. 2007). 
Phenotypic  analysis  showed  that  hzf  mutant  seeds  exhibited  delayed 
germination ability when subjected to heat stress compared to wild‐type seeds. These 
results suggested a putative role of HZF in the switching from dormant to germinating 
state upon heat stress, but  further experimental evidence  is still needed. Taking  into 
consideration the putative E3 ubiquitin ligase activity of HZF, we suggested the role of 
HZF  in  regulating  the  levels  of  a  regulator  protein  implicated  in  promoting  seed 







According  to  the  in  silico  expression  analysis  during  germination,  HZF 
expression  is  still  increased  during  the  first  hour  of  imbibition,  reducing  greatly 
afterwards.  This  pattern  suggests  that  an  increase  in  seed  HZF  protein  content  is 
necessary to promote germination, which  is  in accordance with the suggested role of 
HZF  in  controlling  the  levels  of  a  dormancy  or  germination  regulator.  However, 
according  to  the  germination  rates  achieved  under  normal  conditions, HZF  function 
appeared  to  be  unnecessary  for  inducing  germination.  These  results  suggest  that  a 
similar  protein  performing  a  redundant  function may  be  responsible  for  promoting 
germination  in  hzf  mutant  seeds  under  standard  conditions.  The  large  structural 
redundancy  revealed  by  the  RING  domain  proteins  encoded  by  the  Arabidopsis 
genome, may  in  fact occult partially or  completely  the gene  function  (Kosarev et al. 
2002). Indeed, only a few mutants of the whole set of Arabidopsis RING‐finger domains 
displayed directly informative phenotypes (e.g., COP1, SDIR1 and PRT1). 
It  is  important  to notice  the considerable high similarity of HZF  to one of  the 
uncharacterized  RING‐containing  protein  (L‐HZF),  indicated  by  gene  and  protein 
alignments. This protein had also been included in the same cluster of HZF and CIP8 in 




and  Figure 5.6).  The  gene  L‐HZF was  found  to  be  highly  expressed  during  the  same 
development  stages  of wild‐type  Arabidopsis  as HZF,  although  strongest  expression 
levels were predicted. This gene  is also strongly expressed during cotyledon greening 
and maturation of flowers and pollen. In seeds, similarly to HZF, the expression levels 
of L‐HZF are  increased up to 1 h of seed  imbibition  followed by an evident decrease. 
Also  during  imbibition,  higher  expression  levels  were  predicted  for  L‐HZF  when 
compared to HZF, suggesting that L‐HZF may be mostly involved in plant development. 










induced at higher  levels  (mainly  in  shoots and  cell  suspensions), which  suggests  the 
main  implication  of  HZF  in  heat  responses.  It  is  then  possible  that  L‐HZF  acts 
redundantly with HZF, which explains why similar germination rates were achieved for 
mutant and wild‐type seeds under normal conditions. Having a similar function, L‐HZF 
might be mainly  involved  in normal plant development, while HZF  is more  important 
when heat stress conditions are present. Under normal conditions, L‐HZF may be the 
major responsible for promoting the germination process, although HZF may perform 
a  similar  function.  However,  HZF  is  essential  for  assuring  the  induction  of  normal 
germination upon heat  stress conditions, being  the key  regulator of  the germination 
process. 
The  regulation  of  different  biological  processes  (drought  response  and 
gametogenesis) has recently been demonstrated to be performed by redundant pairs 
of RING‐type E3 ubiquitin  ligases (Liu et al. 2008; Qin et al. 2008). In these processes, 
an  E3  ligases  pair  seems  to  be  responsible  for  turning  off  the  key  regulator  of  the 
process by ubiquitin mediated‐proteolysis. The  redundant  control of proteolysis was 
considered  to  be  advantageous,  since  the  phenotypic  consequences  were  only 
observed when  both  proteins  fail  to  degrade  the  regulatory  proteins.  In  agreement 
with this work, it is reasonable to hypothesize that the levels of a key protein regulator 




ABA  levels have been  shown  to decrease at  the end of  seed maturation and during 
imbibition  due  to  the  activity  of  ABA  catabolism  enzymes.  Increased  ABA  content 
allows to maintain seed dormancy. Higher levels of ABA are achieved through an active 
process  involving  de  novo  ABA  synthesis  that  remains  active  until  favourable 
conditions are available for germination. Recently, RING E3 ubiquitin ligases have been 
implicated  in targeting specific components of ABA signaling pathway to degradation, 
thereby  altering  seed  dormancy  and  germination  (reviewed  by  Bu  et  al.  2009). 







The  results  hereby  presented  and  the  discussed  considerations  led  to  the 
proposition  of  a  model  of  HZF  action  under  standard  and  heat  stress‐imposed 




ubiquitination  and  degradation  of  this  key  protein,  ABA  signaling  is  potentially 
deactivated  and  seeds  are  able  to  germinate.  Although  HZF  transcripts  fail  to 
accumulate  in  the mutant, hzf seeds germinate  in standard conditions as well as  the 




would  be  not  sufficient  to  promote  germination  as  rapid  as  in  wild‐type  seeds. 
Nonetheless,  L‐HZF  can mediate  targeted  proteolysis,  but  their  low  levels  result  in 
delayed germination. 
Although  this  model  could  relate  the  gene  redundancy  with  delayed 
germination of mutant seeds upon heat stress, it should be noted that gene expression 
of  both  genes  (HZF/L‐HZF)  is  greatly  reduced  a  few  hours  after  seed  imbibition. 
Therefore, when we have applied the heat stress on seeds (72 h after seed imbibition) 
the gene expression of both genes was almost  certainly extremely  reduced and  low 
levels of transcripts would be expected. Therefore, the determination of HZF and L‐HZF 
protein  levels  during  seed  imbibition  and  germination  is mandatory  to  confirm  the 
proposed model.  The  effect  of  heat  on  germination  of wild‐type  and mutant  seeds 
could be also related with the thermostability of both proteins. 
Microarray  data  presented  in  Chapter 3  indicated  that  HZF  expression  was 
induced  to high  levels 1 h  after heat  stress  treatment  (Figure 3.12A),  suggesting  the 
involvement of HZF in the initial phase of heat stress response. Also, RT‐PCR analysis in 














genes  corroborates  this  hypothesis  by  the  substantial  number  of  heat  shock 
transcription  factors  identified.  As  already mentioned,  the  initiation  of  heat  stress 
response depends greatly on the action of HSFs, which mediate HSPs expression and 
activate  other  signaling  cascades  (e.g.,  production  of  antioxidants).  In  addition  to 
dormancy/germination regulation, we cannot exclude the possibility that HZF may be 





under  heat  stress  imposition.  Further  biochemical  analysis  is  necessary  to  ascertain 
HZF  role  as  a  putative  E3  ubiquitin  ligase  involved  in  the  heat  stress  response. 
Additional  studies must  be  performed  in  order  to  provide  answers  to  the  several 
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Single  leaves  were  placed  in  microcentrifuge  tubes  and  ground  to  a  powder  with  liquid 
nitrogen.  To  each  tube,  700 µl  of  CTAB  extraction  buffer  [2%  (w/v)  hexadecyltrimethylammonium 
bromide; 0.1 M Tris‐HCl, pH 8.0; 1.4 M NaCl; 0.02 M EDTA; 0.1% (v/v) 2‐mercaptoethanol] were added. 




























DNA  fragments were separated  in agarose gel  [0.8‐1.5%  (w/v), depending on  fragments size] 
prepared with TAE buffer [40 mM Tris; 20 mM acetic acid; 1 mM EDTA, pH 8.0] and 0.1 µg.ml‐1 ethidium 
bromide. DNA samples were premixed with 0.2 volumes of 6x MassRulerTM DNA Loading Dye  [10 mM 
















frozen plant  tissue ground  in  liquid nitrogen. After homogenization, samples were  incubated at  room 
temperature  for 5‐10 min and 0.2 volumes of chloroform were  subsequently added. The mixture was 
then  vigorously mixed  for  15 sec.  The  separation  of  phases was  achieved  after  incubation  at  room 








Nucleic  acids were evaluated  in  a  spectrophotometer  (Nanodrop), measuring  absorbance (A) 
values at 260, 280 and 230 nm. DNA or RNA concentration was calculated considering  that an A260 nm 
reading of 1 is equivalent to about 50 µg DNA/ml or 40 µg RNA/ml. Nucleic acids purity was determined 






The  attB‐PCR  fragments  were  purified  by  size‐selective  precipitation  with  PEG  (Lis  1980; 














  HZF promoter HZF ORF HZF ORF‐stop 
BP reaction   
attB‐PCR product  7.3 µl  7.3 µl  7.3 µl 
pDONRTM201  0.7 µl  0.7 µl  0.7 µl 
TE buffer  ‐  ‐  ‐ 
BP ClonaseTM II Enzyme Mix  2 µl  2 µl  2 µl 
LR reaction 
Entry vector (150 ng)  1.5 µl  1.5 µl  1.5 µl 
Destination vector (150 ng.µl‐1)  1 µl  1 µl  1 µl 
TE buffer  7.5 µl  7.5 µl  7.5 µl 




Preparation  and  transformation  of  chemically  competent  E. coli  cells  was  performed  as 
described by  Inoue et al.  (1990). A  single  colony of E. coli  strain XL1‐Blue  (recA1 endA1 gyrA96  thi‐1 
hsdR17  supE44  relA1  lac  [F´ proAB  lacIqZΔM15 Tn10  (Tetr)])  (Bullock et al. 1987) was  inoculated  into 
250 ml of SOB medium [0.5% (w/v) yeast extract; 2% (w/v) tryptone; 10 mM NaCl; 2.5 mM KCl; 10 mM 
MgCl2; 10 mM MgSO4; pH 7.5] and  incubated overnight at 18°C with vigorous  shaking  (200‐250 rpm). 
When A600 nm reached 0.6, the E. coli culture was placed on ice for 10 min and the cells were harvested 
by  centrifugation  at  2500 g,  for  10 min,  at  4°C.  The  pellet  was  resuspended  in  80 ml  of  ice‐cold 
previously filtered TB [10 mM Hepes; 15 mM CaCl2; 250 mM KCl; pH 6.7 using KOH; 55 mM MnCl2 added 
























medium  [1%  (w/v)  NaCl;  1%  (w/v)  tryptone;  0.5%  (w/v)  yeast  extract;  pH 7.0],  supplemented  with 
50 µg.ml‐1 rifampycin. Following overnight incubation at 30°C, with continuous shaking, the culture was 
diluted  (50 µl of the starter culture  in 50 ml of  fresh medium) and growth proceeded under the same 
conditions  until  A600 nm=0.5‐1.0.  After  being  cooled  on  ice  for  10 min,  A. tumefaciens  cells  were 
harvested by centrifugation at 3000 g for 6 min, at 4°C. The pellet was then rinsed with 1 ml of recently 




and  cells were  incubated  at  30°C,  for  3 h, with  continuous  shaking.  Selection was  performed  on  LB 




A. tumefaciens  clones  carrying  the  appropriate  construct  were  inoculated  into  7 ml  of  LB 




similar  conditions.  A. tumefaciens  cells  were  recovered  by  centrifugation  at  room  temperature 
(5000 rpm,  12 min)  and  resupended  in  250 ml  of  5%  (w/v)  sucrose,  containing  125 µl  of  0.05%  (v/v) 
Silwett L‐77. This suspension will be used for transforming Arabidopsis wild‐type plants at a density of 
five plants per pot. The plants which had been grown until early bolting (10‐15 cm) and had any visible 
siliques  removed  just  before  transformation, were  dipped  into  the  solution  for  20 sec.  Transformed 


















































































































































Gene  expression  pattern  of  L‐HZF  gene  as  an  “electronic  fluorescent  pictographic”  representation, 
during development of A. thaliana wild‐type tissues (A) and seed germination (B). Expression levels are 
identified in colors as depicted in the bars. This analysis was performed using Arabidopsis eFP Browser 

























after  a  heat  stress  (38°C)  treatment.  The  data  was  obtained  from  the  heat  stress  time  course 













































































































a  better  understanding  of  the  physiological  and molecular mechanisms  underlying 
plant  adaptation  to  heat  stress.  For  our  purpose,  the  surviving  ability  of 
Populus euphratica  suspended  cells  was  evaluated  after  different  temperature 
treatments.  The  high  natural  tolerance  to  extreme  temperatures  of  P. euphratica  
(‐45°C to +54°C) was not clearly reproduced by the suspended cells. P. euphratica cell 
suspensions were able to tolerate heat treatments up to 45°C for 20 min. The higher 
sensibility of  suspended  cells  in  sensing  a  temperature  increase, when  compared  to 
whole  plants  in  their  natural  environment,  probably  results  in  a more  intense  and 
unspecific response. Appropriate  tissue  integration was suggested  to be essential  for 




The  use  of  publicly  available  expression  data  allowed  the  evaluation  of  the 
transcriptome of heat‐stressed Arabidopsis thaliana shoots, roots and cell suspensions. 
Similarly  to P. euphratica studies, suspended cells were hypersensitive  to heat stress 
treatment, which  have  resulted  in  a massive  number  of  up‐regulated  genes  when 
compared  to  shoots  and  roots.  However,  these  genes may  reflect  a more  general 
reaction  rather  than  a  heat  stress‐specific  response.  The  work  performed  in  both 
species allowed  to assume  that cell suspensions are not  the most suitable system  to 
study  heat  stress  responses  in  plants.  Although  they  could  be  extremely  useful  in 
studies where cell homogeneity and reduced complexity are desired, special attention 





and  functional  characterization  of  novel  determinant  genes  involved  in 






straightforward  reverse  genetics  strategy  was  proposed  based  on  the  tools  and 
resources  currently available  for Arabidopsis  functional  studies. The  identification of 
potential  candidates  contributing  to  thermotolerance  was  successfully  achieved  by 
using the outlined strategy. The two heat‐induced identified genes, HZF and HRR, were 
preliminarily characterized by collecting relevant  information on web‐based tools and 




performed  in our  laboratory. HZF was  found to be a zinc finger  family protein with a 
conserved  C3H2C3‐type  RING  domain  putatively  involved  in  protein  ubiquitination. 
The most  similar  protein  to HZF,  encoded  by  L‐HZF  gene, was  suggested  to  have  a 
redundant  function.  Besides  presenting  high  nucleotidic  and  amino  acidic  sequence 
similarity,  this gene had been previously  indicated as a potential  redundant gene of 
HZF  in  clustering  analysis  of  Arabidopsis  RING‐finger  domains.  Also,  HZF  and  L‐HZF 
were  predicted  to  be  highly  co‐expressed  and  to  have  a  similar  expression  pattern 
during  development  of  Arabidopsis wild‐type  tissues  and  seed  germination.  This  in 
silico analysis suggested that an increase in HZF and L‐HZF protein content during seed 
imbibition  is  essential  to  promote  germination.  However,  higher  expression  levels 
were predicted  for  L‐HZF under  standard  conditions when  compared  to HZF. During 
heat stress imposition, both genes depict a similar response profile, but HZF is induced 
at higher  levels as observed by analysis of microarray data. These  results  suggested 
that HZF appears to be mainly  implicated  in heat responses, whereas L‐HZF might be 
essentially involved in plant development under standard conditions. 
The  establishment  of  gene  function  by  mutant  phenotype  analysis  greatly 
depends on the assay conditions. Aiming for the setting up of a standard approach for 
the detection of heat stress‐associated phenotypes  in Arabidopsis knockout mutants, 
several protocols  relying on  the evaluation of germination  rate and  seedling  survival 
were  established.  The  proposed  protocols,  comprising  variable  temperatures  and 
periods  of  heat  treatment,  were  initially  used  to  characterize  basal  and  acquired 
thermotolerance  of  Arabidopsis  wild‐type  plants.  The  established  assay  conditions 





of germination assessment was  found  crucial  for detecting phenotypic alterations  in 




in  the  regulation  of  seed  dormancy/germination  under  heat  stress  conditions.  The 
delayed  germination  observed  in  hzf mutant  seeds  subjected  to  heat  stress, when 
compared  to wild‐type, was  suggested  to  result  from  impaired  ubiquitination  of  a 
regulator protein  implicated  in maintaining seed dormancy or  inhibiting germination. 
However, under standard conditions HZF did not seem to be essential, which could be 
due probably to the existence of gene redundancy with L‐HZF. A model of HZF function 
under  standard  and heat‐stressing  conditions was proposed.  In  standard  conditions, 
the  high  transcripts  levels  of  HZF  and mainly  L‐HZF  present  in  imbibed  seeds  are 
responsible  for  redundant  ubiquitination  of  a  regulator  protein  controlling  seed 
dormancy/germination.  The  degradation  of  this  key  regulator, which  could  also  be 
involved  in ABA signaling, results  in dormancy release and seed germination. The hzf 
mutant seeds also germinate in standard conditions due to the action of high levels of 
L‐HZF.  Upon  heat  stress, wild‐type  seeds  accumulate  both  transcripts  (but  strongly 
HZF) which lead to germination whenever temperatures allow it. In hzf mutant seeds, 
only L‐HZF expression is induced after heat treatment, but the low levels of L‐HZF are 
not  sufficient  to ensure  that germination proceeds as  rapid as  in wild‐type  seeds.  In 
wild‐type seedlings, HZF transcription was confirmed to be highly induced in the initial 
period after heat stress treatment, which suggested once more the regulatory role of 
HZF.  The  functional  analysis  of  HZF  is  still  in  the  beginning  and  further  assays  are 
necessary for a conclusive evidence of  its particular role  in thermotolerance.  In order 
to  achieve  additional  information  that would  help  to  functionally  characterize  HZF, 
transgenic  plants  were  produced  for  overexpression  studies,  spatial/temporal 
expression pattern analysis and subcellular localization. 
In  summary,  the  present work  contributed  to  the  general  knowledge  of  the 
mechanisms  associated  to  thermotolerance  in  plants.  Significant  advances  were 






thermotolerance  determinants  and  a  collection  of  protocols  for  analysis  of  their 
corresponding  knockout mutants.  The  identification  of HZF  and  detection  of  a  heat 
stress‐associated phenotype  in the hzf  loss‐of‐function mutant provided confirmation 
of  the  success  of  the  proposed  strategy  and protocols. As  already  referred,  protein 
degradation  is an  important process  contributing  to plant adaptation  to heat  stress. 






Even  though P. euphratica  cell  suspensions did not presented  an  exceptional 
tolerance  to  elevated  temperatures,  the  natural  thermotolerance  of  this  species 
should  be  explored.  An  excellent  approach  will  be  the  comparison  between  the 
transcript  profiling  of  P. euphratica  and  closely  related model  species  subjected  to 
similar  heat  treatments.  The  analysis  of  differential  expression  will  allow  the 
identification  of  potential  candidates  mediating  heat  stress  tolerance.  The  close 
phylogenetic  relationship of Populus spp. with Arabidopsis will  facilitate comparative 







enables  to  visualize  Populus  gene  expression  data  during  development  and  after 
drought  treatment, as well as  to perform  rapid comparisons with putative orthologs 
from better characterized species such as Arabidopsis. These comparisons will enable 










due  to  HZF  knockout.  The  use  of  additional  HZF  insertion  alleles  is  also  being 
considered for phenotype validation. The generated T3 transgenic plants carrying HZF 






be  determined  for  recognizing  the  proteins  that  could  be  susceptible  to  the  HZF 
control. 
The putative redundant function of L‐HZF and its E3 ubiquitin ligase activity will 
also be  investigated. Loss‐of‐function mutants on  this gene will be used  in  the same 
phenotypic assays as performed for hzf mutants. Also, a double knockout mutant will 
be produced and used  in  similar phenotypic analysis. These  studies will provide, not 
only  evidence  of  gene  redundancy  between  HZF  and  L‐HZF,  but will  also  allow  to 
uncover  any  hidden  phenotype  at  seedling  stage. Altogether,  these  approaches will 
confirm the proposed model of HZF action on germination, under standard and heat 
stress‐imposed conditions. From these results it is expected to define the role of HZF in 
controlling  the  levels of  a  key  regulator of dormancy/germination upon heat  stress. 
Concerning also the validation of the proposed model, further studies are required to 
investigate the association of HZF to ABA signaling pathway. The determination of HZF 
and  L‐HZF  protein  levels  during  seed  imbibition  and  germination  is  necessary  to 
exclude the possibility of protein instability resulting from heat treatment. 
Another significant aspect to be  further  investigated  is HZF association to HSF 
signaling.  For  evaluating  the  implication  of HZF  in  regulating  heat  stress‐responsive 
pathways,  the  genome‐wide  gene expression of hzf  loss‐of‐function mutants will be 
analysed  under  heat  stress  conditions  and  compared  to  equally  treated  wild‐type 








affect  the  transcript  levels of downstream genes,  thereby  indicating which genes act 
upstream  and  downstream  of HZF.  These  results will  corroborate  the  hypothesis  of 
HZF being implicated in the regulated degradation of certain targets. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
